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Nos connaissances des mécanismes et du role général de la 
phosphorylation dans la vie de la cellule se sont considérablement 
enrichies depuis ces derniéres années par des travaux touchant 
au métabolisme des levures ou des cellules spécialisées de mam- 
miféres, 

Au contraire, en ce qui concerne le métabolisme bactérien, les 
recherches sur les étapes fondamentales de la phosphorylation des 
glucides sont fragmentaires. Elles ne nous permettent pas encore 
d’adopter, pour toutes les espéces bactériennes, les mémes schémas 
que pour les levures ou les muscles des mammiféres. En effet, on 
peut encore se demander si, chez les espéces bactériennes anaéro- 
bies strictes, l’utilisation des oses est bien accompagnée de réac- 
tions de phosphorylations du type classique de Meyerhof. Certaines 
clostridies, telles le Clostridium sporogenes, sont d’ailleurs 
capables de se développer sur des milieux synthétiques absolu- 
ment exempts de glucides. 

Enfin, le réle des phénoménes de phosphorylation chez les bac- 
téries dans des processus extérieurs au métabolisme des glucides 
est encore A peu prés inconnu : si |’on sait, en particulier, |’im- 
portance des acides nucléiques dans la synthése des protéines, on 
ignore toutefois l’intimité des réactions portant sur ces substances 
dans la croissance et dans la division cellulaire. 

Nous avons done entrepris ici une série de recherches sur le 
métabolisme phospho-glucidique chez wne bactérie anaérobie, 
Clostridium sporogenes. 

Nous avons été attirés vers ces problemes par le désir d’élu- 
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cider le mode d’action de la pénicilline. On pouvait, en cffet, penser 
que celte action portait sur un processus métabolique commun a 
toutes les bactéries sensibles. Une étape particuliére du méta- 
bolisme énergétique des glucides pouvait ¢ire le point sensible, 
mais pour étudier ce probléme, il fallait connaitre les étapes du 
processus métabolique. 


PREMIERE PARTIE 


Etude du métabolisme phosphorique bactérien. 


Les travaux déja effectués sur ce sujet sont trés peu nombreux. 
Comme début de ]’ étude systémalique des mécanismes de phos- 
phorylation chez les bactéries, divers auteurs ont recherché si les 
esters glucido-phosphoriques rencontrés dans Je cycle des réac- 
lions de Meyerhof étaient fermentés par les bactéries. 

Ainsi, Maning [4] (1927) a constaté que B. coli fermentait 
l’hexose-diphosphate et lhexose-monophosphate de sodium. Un 
cerlain nombre de travaux |2] ont montré également la formation 
Wacétaldéhyde a partir des hexoses phosphates chez diverses bac- 
\éries. Toutefois, ces travaux ne prouvaient pas qu’il existail des 
phosphatases spécifiques chez les baetéries. 

Kn 1933, Boivin et Mesrobeanu {8}, chez B. coli, Hérard et 
Wyne [4], chez Clostridium acétobulylicum et Propionobacterium 
pentosaceum ont prouvé l’existence de phosphatases actives el spé- 
cifiques en étudiant les conditions d’hydrolyse de quelques substrats 
glucido-phosphoriques. Certains auteurs se sont attachés a recher- 
cher si les bactéries étaient susceptibles de fabriquer, au cours 
de la glycolyse, les diverses combinaisons glucido-phosphoriques 
connues. Dans ce but, ils ont essayé d’isoler et de caractériser 
certaines de ces combinaisons dans les produits de fermentation 
des oses, en favorisant leur accumulation par |’emploi d’inhibiteurs 
spécifiques de la fermentation. (Voir Virtanen et Tikka [5], isole- 
ment de deux esters phosphoriques dans un milieu fermentaire 
de B. casei desséché, dont un est Vester de Robinson, et l’ autre 
tn ester phosphorique de nature encore inconnue. Voir également 
Stone et Werkman [6]: isolement de acide phosphoglycérique 
au cours de la glycolyse chez diverses espéces bactériennes), 

D’autres auteurs, enfin, ont employé un procédé différent qui, 
s'il n’est pas & l’abri de toute critique, s’avére plus rapide et plus 
facile que le précédent. [1 consiste a établir les bilans de phospho- 
rylation de glucides, et permet de suivre le sort du phosphore 
et de ses combinaisons au cours de la glycolyse (O’Kane. et 
Umbreit [7|) chez Streptococcus feecalis (1942) et (Hotchkiss et 
Dubos {[8]) chez Staphylococcus aureus. 

Nous étudiecrons les aspects principaux de la phosphorylation 
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chez Clostridium sporogenes en nous placant aux deux points de 
vue suivants : 

a) Etude de J’activité phosphatasique. 

b) Etude de la phosphorylation au cours de la glycolyse. 


A. — Activites PHOSPHATASIOUES DE « CLOSTRIDIUM SPOROGENES »). 


Nous avons étudié l’action hydrolytique de suspensions de Clos- 
iridium sporogenes non proliférant sur diverses combinaisons 
phosphoriques connues comme élapes du métabolisme phospho- 
glucidique dans des cellules non bactériennes: acide fructose 
diphosphorique, acide glycérophosphorique et acide adénosine 
triphosphorique. Les Clostridium furent obtenus par cultures de 
dix-huit heures sur bouillon viande — foie glucosé (1) a 2 p. 1.000, 
puis lavés et mis en suspensions épaisses dans de l'eau salée a 
9 p. 1.000. 

1° Acide glycérophosphorique : 


Le glycérophosphate de sodium utilisé était préparé a partir 
de glycérophosphate de calcium commercial, par action d’oxalate 
de sodium, iJ fut purifié par cristallisation dans l’eau. I] s’agissait 
d’un mélange d’a et @ glycérophosphates de sodium. Nous avions 
vérifié qu’il était totalement exempt d’ions phosphoriques. L’acti- 
vité glycérophosphatasique de nos émulsions de bactéries non pro- 
liférantes s’est montrée trés faible, mais décelable cependant (2) 
[voir tableau 1]. C’est seulement lorsque les bactéries sont en crois- 
sance active que lhydrolyse du glycérophosphate évolue assez 
intensément (voir tableau 1, expériences en présence de peptones). 


2° Acide fructose diphosphorique : 


L’hexose diphosphate de sodium que nous avons utilisé a été 
obtenu par isolement 4 partir d’un milieu fermentaire de levure 
par la technique de Neuberg et Lustig [9]. Nous l’avons purifié a 
Pétat de sel calcique par dissolution en milieu acétique et préci- 
pitation par neutralisation 4 chaud, nous avons poursuivi la puri- 
fication par dissolution chlorhydrique et précipitation en milieu 


(1) Préparation du bouillon viande foie : Macération, en présence 
de pepsine (HCl), d’un mélange a parties égales de viande et de foie 
de beeuf. 

(2) Un fait assez curieux apparait ici : pendant les premiers instants 
de contact entre les germes microbiens et la solution de glycérophos- 
phate, celui-ci subit une hydrolyse évoluant avec une vitesse assez 
grande, mais cette vitesse baisse bientét et I’hydrolyse n’atteint jamais 
gu’une faible proportion du glycérophosphate mis en ceuvre. On ne 
peut pas invoquer une inhibition par variation de pH due @ la libéra- 
tion d’ions phosphoriques, car les faits sont les mémes en milieu 
tamponné a pH 6-7 (tampon boraté). 
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neutre a chaud. I ne contenait plus que 0,9 p. 100 d’acide phos- 
phorique non organique. 

L’activité hydrolytique de nos suspensions bactériennes non pro- 
liférantes est praliquement nulle ; elle devient un peu plus nette, 
mais reste encore faible lorsque les bactéries sont en croissance 
(voir tableau I). Méme dans ce cas, el méme apres quatre-vingt- 
seize heures, la proportion de fructose-diphosphate hydrolysé est 
minime. 

Les expériences ont été accomplies en anaérobiose stricte a la 
température de 37°. La durée d’incubation fut de cing jours. Le 
pH était 7,0. 

Dans nos expériences, nous avions, pour chaque tube, au départ, 
5 mg. de phosphore a |’état d’ester (glycérophosphate ou fructose- 
phosphate suivant les cas). Les résultats sont exprimés dans le 
tableau I en pg. d’acide phosphorique pour 5 ml. d’émulsion 
bactérienne. 


TABLEAU I. 
ACIDE PHOSPHORIQUE 
libéré par hydrolyse en pg. 
CONTENU DES TUBES 

; Fructose- 

Glycérophosphate diphosphate 
MUSDONSIOUS IAVOCS. ne gee 4 4 ln oe: 234 30 
Suspensions lavées + toluéne...... 222 30 
Suspensions + eau peptonée...... 972 255 
Suspensions + eau peptonée + glucose. 540 60 
Suspensions + eau peptonée + toluéne. 250 45 


On sail que le toluene tue les germes et que, d’autre part, pour 
la levure, il est un agent activateur de certaines phosphatases ; 
or, nous conslatons ici qu’il ne modifie en. rien Vhydrolyse des 
substances étudiées, par les suspensions non proliférantes. Ceci 
est 4 rapprocher d’un résullat de Heard et Wyne [4]. Ces auteurs 
ont constaté que le toluene n’a pas d’influence sur l’activité phos- 
phatasique de Clostridium acetobutylicum non proliférant (8). 


(3) D’aprés Hranp et Wyner (1933), les ions Mg ++ auraient une 
action stimulante de lactivité phosphatasique du Clostridium acélo- 
bulylicum aux tres faibles doses (0,003 M) et une action inhibitrice, 
aux doses élevées. Mais Surra (1946), sur Clostridium saccharobutyricum, 
ne retrouve pas ce fait [10]. 

om opérant sur Cl. sporogenes, nous n’avons pas non plus décelé 
d’action des ions Mg ; il est vrai que nous n’avons pas poussé tres 
loin cette étude et que nous nous sommes contentés d’opérer avec une 
concentration en Mg ++ de 0,00125 M pour laquelle nous n’avons cons- 
talé ni activation ni inhibition. 
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Si l’on se reporte au tableau I, on voit qu’en présence de glu- 
cose, on trouve moins de phosphates libres dans le milieu. Ceci 
pouvait étre da 4 une inhibition de l’activité phosphatasique par le 
glucose ou a une fixation des ions phosphoriques par phospho- 
rylation. OC’est cette derniére hypothése qui est la bonne ; en effet, 
si l’on suit Vapparition des ions phosphoriques en fonction du 
temps au cours de l’hydrolyse des esters phosphoriques par des 
suspensions proliférantes de Clostridium, on observe un maximum 
le quatriéme jour, et les phosphates minéraux disparaissent ensuite 
progressivement du milieu. L’hydrolyse des esters phosphoriques 
est done accompagnée d’une estérification des ions phosphoriques 
par le jeu des divers enzymes de la phosphorylation présents 
chez ce germe. (Nous développerons ce point ultérieurement). 


3° Acide adénosine triphosphorique (A.T.P.). 


Pour ces expériences, nous avons utilisé de l’adénosine triphos- 
phate de sodium préparé suivant la technique de Kerr a partir 
de muscle de lapin [22]. 

Nous en avons ajouté des quantités connues 4 des suspensions 
de microbes lavés. Les germes avaient été récoltés aprés culture 
pendant douze heures 4 37° C en anaérobiose stricte sur bouillon 
V-F glucosé a 2 p. 1.000. 

L’incubation en présence de |’A.T.P. eut lieu pendant deux 
heures en anaérobiose relative (tubes étroits ouverts) a 37° et a 
pH 6,3 (tampon acétique 0,4 M). A Ja fin de l’expérience, on 
écarta les microbes par centrifugation. Aprés défécation trichlo- 
racétique, l’A.T.P. fut mesuré en déterminant Vacide phospho- 
rique libérable par une trés bréve hydrolyse. 

Dans le tableau ci-contre, P, représente |’acide phosphorique 
libéré en sept minutes 4 100° par HCl N. 


P, 
Suspensions WMeCrOMICNReSs 5m. wie i> is = =e eee 0 
AATSP CSO, DRPLOROOTAS  FMIye bee 6005. ON © 253 peg. 
Suspensions qAgleP aay: Gireke: Fibs Scenic. Bis 34 pg. 


Les germes ont done libéré 219 yg d’acide phosphorique pro- 
venant de la fraction pyrophosphorique de |’A. T. P. 


CONCLUSIONS DE L’ETUDE DE L’ACTION DES SUSPENSIONS 
DE CLOSTRIDIUM SPOROGENES SUR DIVERS ESTERS PHOSPHORIQUES (4). 


Stone et Werkman [6] avaient montré que les Clostridia sont 
incapables de réaliser la transformation du glucose en acide phos- 
pho-glycérique. On pouvait done penser que les Clostridia réali- 


(4) Nous avons déja publié deux notes préliminaires sur cette partie 
de notre travail : om pourra s’y reporter pour trouver des détails 
techniques supplémentaires [41, 42]. 
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saient le métabolisme des glucides par des processus différents de 
ceux ulilisés par Ja majorité des organismes. Or, nous constatons 
que Clostridium sporogenes est capable d’hydrolyser les trois com- 
binaisons phosphoriques que nous avons éludiées. I] est méme 
capable de le faire en suspensions non proliférantes, bien que 
l’hydrolyse ne soit alors que faible. Les trois esters phosphoriques 
envisagés ici sont des étapes intermédiaires du cycle de réactions 
de Meyerhof (acides glycérophosphorique, fructose diphosphorique 
et adénylpyrophosphorique) ; ceci est un excellent argument en 
faveur de V’intervention chez le Clostridium sporogenes de méca- 
nismes de phosphorylation voisins, sinon idenliques, de ceux que 
mettent en ceuvre les cellules de levure ou de muscles dans Vutili- 
sation des glucides. 

Mais avant d’affirmer l’existence d’un cycle de phosphorylation 
dans le métabolisme glucidique du Clostridium, il était encore 
nécessaire d’envisager le probléme d’un point de vue synthétique. 
Ceci est Gludié dans le chapitre suivant. 


B. — DEVENIR DU PHOSPHORE DURANT LA FERMENTATION DU GLUCOSE 
PAR LES SUSPENSIONS NON PROLIFERANTES 
DE « CLOSTRIDIUM SPOROGENES ». 


Lorsqu’on abandonne des suspensions de Clostridium sporogenes 
dans Veau salée 4 9 p. 1.000, elles se détruisent rapidement. La 
dissolution des proléines microbiennes est accompagnée du passage 
dans le milieu extérieur de phosphates minéraux et de combinaisons 
organiques du phosphore : esters phosphoriques, acides nucléi- 
ques, ete. 

En présence de glucose, les phénoménes autolytiques sont inhibés; 
il apparait d’autres transformations importantes dans la répar- 
tition du phosphore entre ses diverses formes (phosphore minéral . 
et glucose-phosphates) qui accompagnent l’utilisation du glucose 
par les bactéries. 

L’ensemble de ces manifestations caractérise la glycolyse (5). 
Nous en avons envisagé deux points fondamentaux. 

1° Les phénomeénes de phosphorylation au cours de la glycolyse. 

2° L’inhibition des phénoménes autolytiques par le glucose. 


I. — Etude de la glycolyse du Clostridium sporogenes. 


Pour nos expériences nous avons constitué des suspensions 
microbiennes épaisses. Chacun de nos tubes renfermait 40 mg. de 


(5) Lorsque le Clostridium prolifére en présence de glucose, il se 
forme de l’acide acétique et de l’acide butyrique (pour certaines souches 
de l’acide valérianique), mais notre travail porte sur des suspensions 
non proliférantes et dans ces conditions les quantités d’acides volatils 
formés sont extrémement faibles. 
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microbes (poids sec). A la fin de Vincubation a 37° © le contenu 
de chaque tube était centrifugé. Le culot baetérien était extrait a 
froid (0°) par l’acide trichloracétique a 10 p. 100 pendant dix heures; 
on dosait alors dans l’extrait les phosphates minéraux ¢t les prin- 
cipales combinaisons organophosphoriques. Les dosages du phos- 
phore total s’effectuaient d’aprés la technique de Machebceul el 
Delsal [43], les dosages des ions phosphoriques étaient accomplis 
selon Briggs [44]. On caractérisait, d’autre pari, les esters gluci- 
dophosphoriques d’aprés leur vitesse d’hydrolyse dans lacide 
chlorhydrique normal selon Lohmann [45]. 

Les résultats principaux de ces études peuvent se résumer 
ainsi : 

1° En présence de glucose la quantilé de phosphales minéraux 
décroit nettement. 

2° Le Clostridium sporogenes fabrique, en présence de glucose, 
de l’acide adénosine-triphosphorique et un hexose-monophosphate 
trés difficilement hydrolysable. 

3° Le fluorure de sodium empéche la synthése de l’acide adényl- 
pyrophosphorique en présence de glucose. 


A. — DrveENIR DES PHOSPHATES MINERAUX PENDANT LA GLYCOLYSE. 


Nous avons réparti dans des tubes étroits des suspensions 
épaisses de bactéries lavées (renfermant environ 40 mg. de corps 
microbiens pesés secs) en présence de glucose M/10. Des séries 
furent constituées parallélement pour éludier le sort des ortho- 
phosphates au cours de |’autolyse microbienne. Suivant les cas 
nous opérdmes en présence ou en l’absence de FNa 0.05 M. 

Aprés cent vingt minutes d’incubation nous avons dosé Ja tola- 
lité des ions phosphoriques dans l’ensemble de nos émulsions 
(corps microbiens et liquide qui les baigne) aprés défécation et 
extraction par de l’acide trichloracétique. Le tableau II résume 


TABLEAU Ii. 


NUMERO DES EXPERIENCES 


I II I IV 
4° témoin sans glucoseau tempsO ...... 420 600 702 624 
2° témoin sans glucose aprés 120 minules 4 37° .| 543 687 831 825 
Tube contenant du glucose (M/10) aprés 120 mi- 
MUCOSA MACUUAMON A ST. ts ake cls ee le 207 399 543 450 
3° témoin sans glucose mais avec fluorure apres 
AZO MINUTES A NCUDAUOM BOF. 5 sk ws oe 624 660 
Tube contenant du glucose (M/10) et en outre du 
FNa 0,05 M aprés 120 minutes d'incubation 
BS be Be cere gS 1). STOVES OR Or, (eS Ee 354 | 474 
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nos résultats, les chiffres correspondent 4 des microgrammes 
d’acide phosphorique pour 5 ml. d’émulsion microbienne. 

Ces résultats permettent de conclure ainsi : 

1° En lDabsence de glucose la quantité totale des phosphates 
minéraux augmente ; ceci est la conséquence de ]’autolyse micro- 
bienne (voir plus loin) ; le fluorure inhibe totalement ce processus. 

2° En présence de glucose, avec ou sans fluorure, les phosphates 
minéraux diminuent nettement, I] y a done une intense phosphory- 
lation. Les chiffres du tableau III représentent les quantilés d’ions 
phosphoriques disparus par estérification. 


Tasreau ILL. 


oe or os ow or o,= 
ae ae ne ane am anh 
ony Om om oR om oy 
3) ° ° is) 3) o 
su 5” 50 s@ BD: on 
Se Go hee] co ee en 
Ys a 
a a © ~ DR ~ 8 Ee 


— | Ss | Sh 


Acide phosphorique estérifié (en ug. 
pour 5 ml. démulsion).... 213 201 246 160 228 175 


En présence de glucose et sans fluorure, la quantité de phos- 
phates qui s’engage dans des combinaisons organophosphoriques 
est a peu prés constante dans nos quatre expériences. Elle est de 
0,20 mg. environ d’acide phosphorique pour 30 mg. de corps hac- 
tériens, en cent vingt minutes a 37° C. | 

Mais, dans les expériences que nous venons de relater, nous 
mesurons la résultante de deux processus inverses : 1° la forma- 
tion d’esters phosphoriques et 2° l’hydrolyse d’une partie de ces 
esters, Ceci apparait nettement dans les chiffres du tableau IV qui 
correspond 4 une étude de ]’influence de la durée d’incubation sur 
la quantité d’acide phosphorique passée a |]’état d’esters, 


TaBLeEAu LY. 


DUREE DE L’ INCUBATION 


30 minutes 60 minutes 120 minutes 
Acide phosphorique estérifié. . . . . 255 pg. 231 peg. 201 pg 


essences 


2 > 3 “ay . } ; 

Pour juger en outre de l’importance de Ja concentration en glu- 
cose dans de telles expériences, nous avons pratiqué divers essais 
en présence de concentrations variables en glucose. 
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TABLEAU V. 


CONCENTRATION EN GLUCOSE 


M/60 M/10 M/5 


Acide phosphorique estérifié en 120 minutes . .| 150 pg. | 193 pg. | 240 yg. 


Dans les trois tableaux qui précédent (III, IV et V) nous avons 
simplement indiqué les quantités d’ions phosphoriques trouvées 
pour les émulsions microbiennes, c’est-a-dire pour l’ensemble des 
corps bactériens et du liquide qui les baigne. En réalité nous avons 
chaque fois dosé séparément Jes phosphates, d’une part dans les 
microbes et d’autre part dans le liquide ambiant, aprés les avoir 
séparés par centrifugation. Quelques précisions intéressantes appa- 
raissent a la lecture des divers résultats séparés ; nous en avons 
done reporté certains dans Je tableau VI et nous précisons 4a cette 
occasion la technique expérimentale. Les liquides ambiants furent 
déféqués ; 4 ml. de liquide sont additionnés de 4 ml. d’une solution 
d’acide trichloracétique 4 20 p. 100, puis on compléte 4 10 ml. par 
de l’eau ; on mélange, puis on filtre et préléve 5 ml. du filtrat pour 
le dosage. 

D’autre part, les corps bactériens sont directement mis en sus- 
pension dans 5 ml. d’une solution d’acide trichloracétique a 
20 p. 100 refroidie 4 0° C et on laisse en contact une nuit enticre a 


TaBLeau VI. 


NUMEROS DES EXPERIENCES 


Jer Témoin sans glucose temps 0 . 

Qe Témoin sans glucose aprés 120 
minutes. ; 

Tube contenant glucose M/10 aprés 
420 minutes 


3¢ Témoin sans glucose mais avec 
fluorure, aprés 120 minutes. . . 

Tube contenant glucose M/10 et fluo- 
rure, aprés 120 minutes 


A, liquide ambiant; B, corps bactériens. 
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la glaciére. Apres quoi on centrifuge et on dose ]’acide phospho- 
rique sur une partie aliquote du surnageant (6). 


ConcLustons. — Dans tous les cas, si l’incubation a leu en pré- 
sence de glucose : 

1° La quantité de phosphates est moindre aussi bien a l’intérieur 
qu’a l’extérieur des germes. 

2° Le fluorure qui inhibe la lyse des composés organophospho- 
riques (voir tableau I) n’empéche pas la sortie des phosphates 
minéraux hors des cellules bactériennes. 


B. — PriIncrpaux ESTERS APPARAISSANT AU COURS DE LA GLYCOLYSE. 


Nous avons rapporté, dans le tableau suivant, les résultats 
d’une expérience sur la glycolyse, montrant comment les diffé- 
rentes combinaisons organo-phosphorylées se répartissent entre 
les principales fractions glucido-phosphoriques connues, 


Tasrzau VU. — Expériences sans addition de phosphates. 


NATURE DES TUBES 


Témoin sans glucose au début de l‘incubation. 

Suspensions + glucose M/10 aprés 120 minutes 
dincubation 

Suspensions + glucose M/10 + FNa 0,05 M 
aprés 120 minutes d’incubation 


P, représente la quantilé d’acide phosphorique libre. 

P, indique celle qui apparait aprés hydrolyse de sept minutes & 
100° C dans l’acide sulfurique normal, c’est-a-dire celle qui dérive 
de la totalité de Pacide adénosine-triphosphorique et d’une partie 
(50 p. 100) de Vacide phosphopyruvique ainsi que d’une trés faible 
partie (7 p. 100) d’ester d’Harden et Young. 

P,s. représente la quantité d’acide phosphorique trouvée apres 
cent quatre-vingts minutes (hydrolyse. A cet instant sont hydro- 


(6) Dans ces conditions, on extrait tout le phosphore minéral et en 
outre tout le phosphore des esters glucidiques que l’on pourrait égale- 
ment doser dans le liquide. Au contraire, si l'on utilise, comme |’ont 
préconisé divers auteurs, une concentration d’acide trichloracétique 
plus faible (N/2), on n’extrait pas aussi bien certaines combinaisons 
organophosphoriques difficilement hydrolysables, 
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TasrzAu VIII. — Expérience réalisée avec addition d’ortho- 
phosphates (1.500 ug. d’acide phosphorique). 


NATUKE DES TUBES 


Témoin sans glucose au début de |'incubation.: g 720 | 1.420 
Suspensions + glucose M/10 aprés 120 minutes 
d incubation 990 | 4.725 


lysés totalement ]’A.T.P., le phosphopyruvate et les esters de 
Neuberg et d’Harden et Young. 

P, est l’acide phosphorique total trouvé aprés destruction sul- 
fonitrique. P, correspond done a la somme de : 1° les orthophos- 
phates et acide phosphorique des combinaisons glucidophospho- 
riques précédemment dosées ; 2° l’acide phosphorique dérivant de 
Vester de Robinson, de l’ester de Cori, des trioses phosphates, 
ainsi que des combinaisons ribonucléiques acido-solubles a froid. 
(Nous montrerons plus loin quelle est la part qui revient 4 ces 
derniéres substances.) 

P, —P,,,. correspond donc a l'ensemble des combinaisons orga- 
nophosphoriques autres que A.T.P., acide phosphopyruvique, 
esters de Neuberg et de Harden et Young. 

Enfin P,—P, correspond a l'ensemble de tout le phosphore 
organique. 

1° On voit qu’aprés cent vingt minutes d’incubation en présence 
de glucose, P,—P, ainsi que P,;— Pi. et Py;—P, sont plus 
élevées qu’au début de Vexpérience. Il y a done eu synthése 
d’esters phosphoriques aux dépens de l’acide phosphorique et du 
glucose. 

A la « fraction P,—P, » appartiennent l’acide adénosine tri- 
phosphorique, la moitié de l’acide phosphopyruvique, l’autre 
moitié. n’étant hydrolysée qu’aprés hydrolyse plus prolongée 
(soixante minutes). 

Cependant Jes expériences suivantes nous prouvent que |’aug- 
mentation des phosphates de la fraction trés facilement hydroly- 
sable (P,;—P,), dans les extraits trichloracétiques des suspensions 
lavées qui fermentent le glucose, traduit bien la formation d’acide 
adénosine triphosphorique. 

Nous avons en effet fractionné les extraits trichloracétiques (la 
solubilisation des composés phosphorylés eut lieu dans I’acide 
trichloracétique a 10 p. 100 pendant huit heures 4 + 4°) selon la 
méthode d’Eggleton [46]. Les extraits trichloracétiques furent alca- 
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linisés A pH 9 par addition de baryte cristallisée. Cette opération 
entraine la précipitation des orthophosphates, de l’A.T.P., des 
acides fructose diphosphorique et phosphoglycérique, mais laisse 
en solution ]’acide créatinephosphorique. Aprés lavage, les préci- 
pités furent dissous dans 0,2 ml. d’acide chlorhydrique dix fois 
normal; le baryum fut éliminé par addition de 1 ml. de SO.H, 
deux fois normal. Les précipités de SO,Ba furent écartés par 
centrifugation, lavés dans trés peu de HCl N/10 et les eaux de 
lavage réunies aux surnageants. L’ensemble du surnageant et des 
eaux de lavage fut porté 4 un méme volume pour chaque extrac- 
tion (20 cm*). On dosa dans la solution finale exemple de baryum, 
les orthophosphates selon Briggs, Vacide adénosine triphospho- 
rique par déterminalion de l’acide phosphorique libéré par hydro- 
lyse de dix minutes dans SO,H, N/1. 

Voici les résultats obtenus dans une expérience réalisée en incor- 
porant & des suspensions microbiennes lavées, du glucose M/10 
et un mélange de phosphates disodique et monopotassique tamponné 
4 pH 7,0. L’incubation dura quatre-vingt-dix minutes 4 37°. L’expé- 
rience eut lieu parallélement en aérobiose dans de larges tubes 
ouverts (diamétre 2 cm.) et en anaérobiose stricte en tubes scellés 
sous vide. 

Tableau 1X, 


ACIDE 
rk phosphorique 
phosphorique dérivant 
de la portion 
pyrophosphorique 
en pg. de VAST. Ps 
en ye. 


ECHANTILLONS oy 
minéral 


Suspensions sans glucose au début de 
lexpérience Recresib rics 

Suspensions incubées sans glucose pen- 
dant 90 minutes atid Pee” ESR 

Suspensions en présence de glucose aprés 
90 minutes. Aérobiose . ieee od 

Suspensions en présence de glucose aprés 
90 minutes. Anaérobiose 


En présence de glucose ct de phosphates minéraux, les germes 
fabriquent done de |’acide adénosine triphosphorique. y 

I] est intéressant de rapprocher ces résultats de ceux que nous 
avons obtenus par simple détermination de l’acide phosphorique 
tres facilement hydrolysable des extraits trichloracétiques, sans 
fractionnement par le baryum : nous avions trouvé dans ces con- 
ditions, au cours d’une expérience ayant lieu apres addition d’ortho- 
phosphates, une augmentation de V’acide phosphorique provenant 
de substances trés facilement hydrolysables, alteignant 180 ye 
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aprés cent minutes d’incubation. Celte valeur est trés voisine de 
celle que nous avons trouvée par la méthode d’ Eggleton 
(tableau IX) [210 yg] et ceci justifie l'emploi de la méthode plus 
simple a l’hydrolyse acide de Lohman, que nous avons pratiquée 
au cours de ce travail, parce qu’elle permet des déterminations sys- 
tématiques rapides. 

L’examen du tableau IX prouve, en outre, que ]’intensilé de la 
phosphorylation du glucose (calculée aussi bien par la diminution 
des phosphates minéraux que par l’augmentation de la fraction 
trés facilement hydrolysable) est identique en aérobiose et en anaé- 
robiose stricte. 

L’augmentation de la teneur en acide adénosine triphosphorique 
au cours de la fermentation du glucose nous permet de rapprocher 
nos expériences de celles d’autres auteurs (Dubos [8], O’Kane et 
Umbreit [7]) qui trouvérent une accumulation d’A.T.P. au cours 
de la glycolyse chez certaines bactéries (Streptococcus fecalis, 
Staphylococcus). 

Rappelons d’ailleurs que d’aprés Lepage et Umbreit [25], Vacide 
adénosine triphosphorique est un constituant universel de la cel- 
lule bactérienne. On l’y rencontre a |’état d’adénosine-5-phosphate 
dans toutes les espéces (comme dans les cellules de levures et de 
muscles), 4 l’exception des bactéries autotrophes qui renferment 
de l’acide adénosine-3-phosphorique (7). 

2° L’augmentation de P,, —P,,o traduit vraisemblablement 1’ accu- 
mulation d’hexose-monophosphate. On sait depuis les travaux de 
Cori, Colowick et Robinson, que des cellules de muscle ou de 
levure fermentant le glucose, synthétisent principalement ce que 
l'on appelle pour abréger l’ester de Embden, et qui est un mélange 
de 3 hexose-monophosphates isoméres : le d-glucose-6-phosphate, 
le mannosephosphate et le fructosephosphate. Récemment, O’ Kane 
et Umbreit chez le Streptococcus fecalis, ont mis en évidence Ja 
formation d’hexose-monophosphate par fermentation du glucose [7]. 

Toutefois, ’hexose-monophosphate dont la présence fut carac- 
térisée dans ces conditions n’était certainement pas de lester 
d’Embden, puisque son pouvoir réducteur mesuré par la méthode 


(7) On connait l’existence, dans les cellules de muscle principalement, 
d’une combinaison phosphorylée particulitrement labile et dont le rdle, 
comme accepteur de phosphore au cours de la phosphorylation des oses 
est aussi important que celui de l’acide adénosine-triphosphorique ; 
il s’agit de l’acide créatine-phosphorique. 

Nous n’avons trouvé que des traces d’acide créatine-phosphorique 
dans les extraits acides des suspensions de Clostridium lavées. Cette 
substance a été dosée selon Eccieron [46] par détermination de l’acide 
phosphorique hydrolysable en milieu acide aprés une heure, 4 la tem- 
pérature ordinaire, dans les extraits débarrassés par le baryum des 
orthophosphates et de 1’A. T. P. 
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de Folin n’atteignait que 10 p. 100 du pouvoir réducteur du glu- 
cose contre 60 p. 100 dans le cas de |’ester d’Embden. 

A cause de l’indétermination qui pése sur Ja nature des combi- 
naisons phosphoriques dont le phosphore résiste A cent quatre- 
vingls minutes d’hydrolyse et dans le but de confirmer que l’aug- 
mentation de P,— Ps. au cours de la fermentation, correspondait 
a une accumulation d’hexose-monophosphate, nous avons frac- 
tionné les milieux fermentaires de Clostridium sporogenes. Notre 
but était d’isoler éventuellement la portion de glucose-phosphate 
trés difficilement hydrolysable qui semblait devoir se former au 
cours de la glycolyse. 

A cet effet, nous avons placé des suspensions lavées de Clos- 
fridium ‘en présence de glucose M/10 et d'un mélange de phos- 
phates disodique et monopotassique dont le pH était 7,0. 

Apres des durées variables d’incubation, le contenu de chaque 
tube fut additionné dun égal volume d’acide trichloracélique A 
20 p. 100; on Jaissa l’extraction se réaliser pendant dix heures 
a la glaciére. 

Les mélanges furent centrifugés et l’on dosa, dans les surna- 
geants, selon Cori [47], ]">hexose-monophosphate aprés |’ avoir pré- 
cipité a Pétat de sel de baryum, dans Valcool a& 80 p. 100. 

Voici Jes résultats de cette expérience : 


TaBLeau X. 


ACIDE 
phosphorique 
a l'état 


IONS 

ECHANTILLONS phosphoriques @hexose 

monophosphate 
en pe. 


en pe. 


Suspensions au temps zéro 


Suspensions + glucose aprés 90 minutes . . 
» Suspensions + glucose aprés 150 minutes. . . 


Suspensions sans glucose aprés 150 minutes. . 


On voit, d’aprés ce tableau, que la phosphorylation du glucose 
par le Clostridium sporogenes s’accompagne d’une augmentation 
des esters du type hexose-monophosphate. Ceci confirme notre 
hypothese de départ basée sur |’examen deg bilans de phospho- 
rylation par Ja technique de Lohman, que nous avons précé- 
demment. exposés. 


VoncLusion. — Le « Clostridium » est susceptible de fabriquer, 
au cours de la fermentation du glucose, de l'acide adénosine tri- 
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_ phosphorique, ainsi qu’un ester d’ose ressemblant & de Vhexose- 


monophosphate. Ceci démontre lexistence d’un pouvoir phospho- 
rylant chez les bactéries anaérobies strictes. Leur métabolisme se 
rapproche beaucoup sur ce point, non seulement de celui des 
autres bactéries, mais aussi de ceux de la levure et des mammi- 
feres (accumulation d’hexose-monophosphate dans les premiéres 
heures). 


If. — Principales modifications dues 4 la présence de glucose 
dans les processus autolytiques : 


Nous avons recherché quel était le sort des principaux consti- 
tuants phosphoriques au cours de Vautolyse comparativement 
lorsque les microbes sont placés en présence et en l’absence de 
glucose. 

Dans ce but, aprés extraction des phosphates, des combinai- 
sons phosphorées glucidiques et ribonucléotidiques par l’acide 
trichloracétique glacé a 10 p. 100, les germes sont soumis A une 
délipidation par le méthylal a 40 p. 100 et par l’éther a la tem- 
pérature du laboratoire [48]. Les extraits lipidiques sont concen- 
trés au bain-marie bouillant : on détermine alors les quantités 
d’acide phosphorique qu’ils renferment, aprés destruction sulfo- 


_ hitrique. 


Aprés ces traitements qui ont débarrassé les germes de leurs 
combinaisons phosphoglucidiques, mononucléotidiques et phos- 
pholipidiques, il subsiste dans les cellules des combinaisons phos- 
phorées « acido-insolubles » : phosphoproléines, acides nucléiques. 
On extrait les acides nucléiques par lacide trichloracétique a 
6 p. 100 pendant quinze minutes a la température de 90° C. Le 
processus est répété une seconde fois sur les restes microbiens 
apres centrifugation. Les surnageants sont réunis et amenés a un 
volume déterminé avec de l’eau distillée. On préléve une certaine 
partie de cette dilution terminale, pour doser l’acide phosphorique 
nueléique aprés destruction sulfonitrique. Une autre partie est sou- 
mise au dosage des riboses par la méthode de Mejbaum [49]. (Nous 
n’avons trouvé dans le Clostridium que des quantités trés faibles de 
désoxyribose, mais beaucoup de d-ribose). 

A la fin de ces opérations, les restes cellulaires ont été séchés 
dans une étuve a 100° pendant une heure, puis pesés. Nous avons 
en outre dosé le ribose total des liquides surnageants de nos émul- 
sions (a l’exclusion des échantillons qui renferment du glucose car 
la réaction de Bial était empéchée par cetle substance). Dans le 
tableau XI, les chiffres représentent la moyenne de deux détermi- 
nations paralléles. 

Les conséquences principales de l’autolyse aprés deux heures 
d’incubation A 37° sont les suivantes : 
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1° Une diminution rapide du poids des bactéries traduisant une 
protéolyse trés active ; 

2° Une légére augmentation de la quantilé totale des phosphates 
munéraux ; 

3° La liberation pure et simple, sans destruction, des principales 
combinaisons glucido-phosphoriques et des composés contenant 
des riboses dans le milieu environnant au cours de la dissolution 
des cellules ; 

4° En présence de glucose, ces manifestations sont pratiquement 
supprimées. 
A, — SuR L’ORIGINE DES PHOSPHATES MINERAUX NEOFORMIS 

AU COURS DE L’AUTOLYSE DU « CLOSTRIDIUM ». 


Dans l’expérience décrite ci-dessus (tableau XI), il disparait, 
depuis le début de lV’incubation, 192 pg. d’acide phosphorique a 


-Vintérieur des germes, et il en est apparu 303 yg. dans le milieu 


extérieur. Une petite quantité de combinaisons organiques de 


-Vacide phosphorique a donc été hydrolysée au cours de l’autolyse. 


Une étude portant sur des autolyses plus prolongées nous a permis 
de constater la disparition totale de l’A.T.P. ; i] est done vraisem- 
blable que ’A.T.P. est Pun des composés qui interviennent dans 
la libération d’ions phosphoriques dans les expériences ci-dessus. 

I] est intéressant de noter qu’en présence de fluorure de sodium 
0,05 M qui inhibe la formation d’acide phosphopyruvique, il n’y a. 
pas formation d’acide phosphorique autolytique, Cette inhibition 
n’est pas due a une répercussion du I'Na sur la protéolyse, comme 
il est facile de s’en rendre compte en comparant, dans le tableau 
précédent, les poids des restes cellulaires aprés autolyse en 
l’absence et en présence de FNa : on voit en effet que les poids 
résiduels sont les mémes, 

TABLEAU XII. 


EXPERIENCE | EXPERIENCE IT 


Acide phosphorique Acide Acide phosphorique 
aprés 120 minutes phosphorique minéral aprés 120 heures 
minéral 
au temps z¢ro 


Acide 
phosphorique 
au temps zéro 


sans FNa + VNa 


sans Na + FNa 


600 pe. 690 pg. 615 vg. 696 ug. : 660 “g. 


On peut done penser que, dans les premiéres heures de |’auto- 
lyse les germes transformeraient les glucose-phosphates qu’ils 
avaient accumulés pendant la culture en milieu glucosé (et que 
Yon retrouve au temps zéro), en acide phosphopyruvique. Ce 
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acide adénylique, reformeraient de YA.T.P., les autres, non 
-—- couplées, rendraient compte de l’acide phosphorique autolytique ob | 
F néoformé. i 
-~———s Somme toute, au cours des premiéres heures de l’autolyse es. 

~. ¢ellules transformeraient les esters phosphoriques difficilement 

-_ hydrolysables qu’elles avaient accumulés, en esters facilement 

_ hydrolysables, dont la déphosphorylation irréversible est un pro- 

-_cessus lypique du catabolisme. 

a En se référant a un travail de Boivin et Mesrobeanu [20] qui 
Bem _ porta sur l’autolyse prolongée de B. coli, on peut penser que cer- : 
-taines combinaisons acido-insolubles, vraisemblablement des acides : 


mr: =i ~ nucléiques, interviennent également, mais pour une petite part, i 
er dans la libération d’acide ee pendant nos expériences 
eet sur Vautolyse du Clostridium. 


par 2: Dans celles-ci nous avons eases Vaulolyse seulement durant _ 
pee. les premiéres heures ct il est vraisemblable que le phénoméne — _ 

-- prédominant, dans Ja production d’acide phosphorique, est une 
; a ~- « auto-glycolyse ». 


B. — Dirrusion DES CONSTITUANTS CELLULAIRES 
. PENDANT L’ AUTOLYSE. 


ay S Les constituants glucido - phosphoriques, les combinaisons 
— — nucléiques (et méme l’acide phosphorique lipidique) sortent de 
la cellule & la faveur de l’autolyse. Ceci a lieu avec la méme 
vitesse pour tous les constituants cellulaires, et cette vitesse 
est la méme que celle de la désagrégation des cellules. I 
s’agit donc simplement d’un phénoméne de décomposition cellu- 
laire, sans manifestation de perméabilité sélective vis-a-vis de 

l'un queleonque des composés phosphorés étudiés. : 

I] est intéressant de noter que la sortie de l’acide ribonucléique 
des cellules dans les deux premiéres heures de |’autolyse, ne 
s’accompagne pas d’une utilisation notable de sa copule ribo- 
sique. En effet, la somme des riboses intra et extracellulaires ne 
subit pas de diminution importante au cours de l’autolyse dans 
nos expériences. 


C. — Acrion DU GLUCOSE SUR LES PHISNOMENES AUTOLYTIQUES. 
é On voil, en se rapportant au tableau XI, que toutes les mani- 
festations de l’autolyse du Clostridium se trouvent supprimées en 

1 présence de glucose. En effet, dans l’expérience relatée ci-dessus, 

: en présence de glucose M/10 : 
Bs 1° On n’observe aucune diminution du poids sec des bactéries. 
: 2° La quantité d’acide ribonucléique trouvée dans les résidus , 
, q 
| 
— 
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les. -germes au début de l’expérience. 
3° Le passage des phosphates dans le liquide qui cae Yes 


_ bactéries est pratiquement négligeable. La diminution des phos- 
phates au sein des germes en présence de glucose traduit donc 


a la fois cette faible diffusion d’acide phosphorique dans le milieu , 


extlerne et Vestérification d’une certaine quantité de phosphate — a 


minéral, = 


L’inhibition de Vautolyse par i glucose est trés vraisembla- oy 
blement un phénoméne d’ordre enzymatique, car le fluorure de ae 


sodium léve complétement cette inhibition, 


Or, nous avons vu, dans le présent travail, que le fluorure aS 
empéchait la dégradation de certaines combinaisons phospho- 
rylées et la formation d’acide adénosine triphosphorique au cours — 


de Ja fermentation du glucose. Ainsi l’inhibition de lautolyse 
par le glucose est peul-étre liée 4 des phénoménes de phospho- 
rylation dont l’A.T.P. serait le point central. La possibilité pour 
la cellule de synthétiser, en présence de glucides, V’acide adéno-- 
sine triphosphorique ou un nucléolide, lui permettrait de conserver 
intacts sa structure et son équipement enzymatique, en inhibant le 


systéme qui préside aux réaclions cataboliques de l’autolyse. 
Quoi qu’il en soit, un fait demeure : en présence de fluorure de 


sodium, de glucose et de phosphates, les cellules lavées de Clos- 


iridium, bien que manifestant un pouvoir de phosphorylation 


aclif vis-a-vis du glucose, subissent cependant une désintégration 
autolylique avancée, L’autolyse est done indépendante des phé- 
noménes de phosphorylation glucidique qui se déroulent jusqu’au 
stade de formation des trioses-phosphates ; de plus, puisque les 
processus ultérieurs de la phosphorylation se trouvent bloqués 
par le fluorure, il se pourrait qu’ils soient liés plus ou moins 
directement avec l’ensemble des processus autolyliques,. 


Discussion. 


Fildes et Richardson ont montré que le Clostridium est capable 
de se développer sur un milieu synthétique d’acides aminés 
exempt de glucides. En outre, un grand nombre d’amino-acides 
sont considérés par ces auteurs comme indispensables a la crois- 
sance du germe. Le Clostridium a donc un trés faible pouvoir de 
synthése pour les amino-acides. Ce fait pouvait étre lié a l’impos- 
sibiliié de réaliser certaines phosphorylations essentielles dans le 
métabolisme glucidique, ce qui aurait eu des répercussions. défa- 
vorables sur la production des acides cétoniques par exemple. 
Werkman avait montré, d’autre part, chez Clostridium sporo- 
genes, V’incapacité de fabriquer l’acide phosphoglycérique dans 
le métabolisme glucidique. 


Hy Bae Se. ” A <othe eo ; e 
RE 7 “pulosPHonigce “eae UNE 1 pacts 305 . 


ae Sie est trés sensiblement identique a celle que. contenaient 


es Sy 


+ tre ECC ears Rn oe oe ean 
* - ¥ * =) 4 nd 


366 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


On pouvait penser, a la lueur de ces fails, que l'étude du méta- 
bolisme phosphoglucidique chez Clostridium sporogenes, révéle- 
rail des particularités remarquables. 

Or, nous venons de voir qu’en présence de glucose, le germe 
fabrique de l’A.T.P. et de l’hexose-monophosphate ; il est en 
outre capable de décomposer, faiblement a l'état de « resting 
bacteria », mais beaucoup plus nettement lorsqu’il prolifére un 
certain groupe d’oses-phosphates, connus comme étapes fonda- 
mentales du métabolisme phosphoglucidique classique. Clos- 
fridium sporogenes peut donc utiliser, pour sa croissance, deux 
formes d’énergie assez nettement distinctes : 

1° Celle qui provient de la décomposilion d’amino-acides 
par un mécanisme d’oxydo-réduction particulier (réaction de 
Stickland [214)). 

2° Celle qui est tirée de la phosphorylation des oses. 

Il existe d’ailleurs une compétition trés nette entre les deux méta- 
bolismes, dont ]’étude a fait l’objet de travaux antérieurs de notre 
Jaboratoire [23, 24]. 

Le Clostridium est done un matériel de choix pour l’étude des 
diverses réactions énergétiques qui participent 4 la croissance des 
cellules ; nous avons donc étudié les modifications apportées par 
différents antibiotiques aux syslemes enzymatiques les plus carac- 
téristiques que le Clostridium met en ceuvre pour se développer. 

L’étude du mode d’action des antibiotiques chez Clostridium 
sporogenes fera l’objet de mémoires ultérieurs pour lesquels le 
présent travail élait une étape préliminaire. 


CONCLUSIONS. 


Le Clostridium sporogenes fait intervenir dans le métabolisme 
des glucides des processus trés voisins de ceux que mettent en 
ceuvre les cellules de levures ou de muscles. En effet, d’une part 
il posséde des propriélés hydrolytiques assez nettes vis-a-vis du 
glycéro-phosphate et du fructose-diphosphate de sodium et il 
déphosphoryle, 4 l'état de « resting bacteria », l’acide adénosine 
triphosphorique. D’autre: part, la glycolyse chez Clostridium est 
accompagnée d’une utilisation notable de l’acide phosphorique et 
d’une accumulation d’acide adénosine triphosphorique et d’hexose- 
monophosphate. 

L’intensité des phosphorylations, chez ce germe anaérobie strict, 
est indépendante des conditions aérobies ou anaérobies dans les- 
quelles sont placées les cellules non proliférantes. En présence 
de fluorure de sodium, ]’accumulation de l’A.T.P. au cours de la 
zlycolyse est supprimée tandis que l’acide phosphorique estérifié 
se trouve engagé dans la fraction des esters d’ose plus diffici- 
lement hydrolysables. Le glucose inhibe en outre, chez Clostri- 
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et 


Cette action « anti-autolytique » est supprimée par le fluorure de 


- . sodium. 


de ce travail. 
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ERRATUM 


Article Maytis GUILLAUMIE et A. KREGUER (ces Annales, 1948, 74, 189). Page 193, 
lignes 29 et 30, aw liew de : quelques sérums normaux anti-perfringens ou 
anti-edématiens..., lire : quelques sérums normaux, anti-perfringens ou anti- 
cedematiens... 


dium, Vensemble des processus de décomposition autolytiques. 


a Nous tenons a remercier bien vivement M' S. Jeulin pour la 
précieuse collaboration technique qu’elle nous a apportée au cours 
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RECHERCHES BIOCHIMIQUES SUR LE MODE D'ACTION 
DE LA PENICILLINE SUR UNE BACTERIE : 
CLOSTRIDIUM SPOROGENES 


par I. GROS et M. MACHEBOEUF. 


Pour inlterpréter le mode d’action de la Pénicilline sur les bac- 
léries, on pouvait penser & une inhibition portant sur une ou plu- 
‘sicurs réaclions biochimiques communes a tous les organismes 
sensibles. En effet, les germes sensibles présentent des particu- 
larités physiologiques parfois trés différentes, tandis que leurs 
métabolismes peuvent comporter des réactions communes ou des 
systemes enzymatiques communs. 

On sait combien sont semblables, dans des organismes trés 
divers, les processus de Vutilisation énergétique des glucides ; il 
se pouvail que l’une de leurs étapes soit le point sensible a la 
Pénicilline. Nous avons ¢ludié ce probléme, mais nos résultats 
prouvent que Ja Pénicilline n’inhibe aucune des étapes du méta- 
bolisme ¢nergélique des glucides [4]. Il fallait done chercher ail- 
leurs. Vu l’importance particuli¢re des phénoménes de phospho- 
rylation dans de nombreux processus physiologiques autres que 
le métabolisme’ glucidique, nous avons cherché si ]’action de la 
Pénicilline ne découlait pas d’une interférence avec des phéno- 
-ménes de phosphorylation. C’est la ot nos expériences donnérent 
enfin des résultats probants. 

On sail que Tl’acide adénylpyrophosphorique (AVAL: P.) est 
extrémement répandu dans les étres vivants, et qu’il commande 
non seulement Jes réactions de phosphorylation des oses, mais 
encore certaines syntheses peplidiques (2). C’est en outre une 
substance dont l’hydrolyse libére une énergie considérable qui 
intervient dans de nombreux processus physiologiques. L’A. T. P. 
fut done l'une des premiéres combinaisons phosphoriques dont 
nous nous sommes occupés. Nous avons déjé annoncé dans une 
note préliminaire {1} que la Pénicilline inhibe fortement la lyse* 
de ’A. T. P. par les suspensions non proliférantes de Clostridium 
sporogenes. Nous apportons aujourd’hui des précisions sur ce 
point, el nous élendons notre étude a toute une série de combi- 
naisons phosphoriques importantes, car nous avons examiné le 
sort des phases essenticlles des réaclions de phosphorylation en 
présence de Pénicilline. 

Les travaux antérieurs sur ce sujet sont trés rares ; citons seu- 
lement les recherches de Krampitz et Werkman [8] sur Staphylo- 
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coccus aureus et Lactobacillus casei. En opérant sur ces bactéries 


desséchées (lyophylisation), ces auteurs ont constaté que l’oxyda- 
tion de l’acide ribonucléique (en CO? et CH*-COOH) est inhibée — 


par la Pénicilline. Mais ces auteurs n’ont pas réussi dans leurs 


tentatives de localisation de l’action de la Pénicilline sur la chaine 


des réactions du catabolisme de l’acide nucléique. 


Comme matériel expérimental, nous avons choisi Clostridium — 
sporogenes, car nous voulions faire une étude comparative sur 
divers antibiotiques, el ce germe est sensible a la Pénicilline, a— 


la Streptomycine et a la Tyrothricine. De plus, le Clostridium — 


peut utiliser les glucides et il peut également s’en passer ; ceci 
est commode pour des recherches sur les divers métabolismes. 
Une série de travaux antérieurs dans notre laboratoire [4 et 5] 
nous avaient d’ailleurs familiarisés avec cette bactérie. 


Avant d’entreprendre 1’étude de l’action des antibiotiques sur 


le métabolisme phosphoglucidique, il nous fallut déterminer les 
diverses étapes de ce métabolisme chez le Clostridium, car bien 
peu de choses étaient connues sur ce point. Ces recherches préli- 
minaires ont fait Pobjet d’un mémoire particulier [6], dont les 
conclusions peuvent étre résumées ainsi: le Clostridium met en 
ceuvre pour le métabolisme des glucides des processus de phos- 
phorylation comparables 4 ceux de la levure et du muscle. Nous 
avons reconnu par exemple les étapes suivantes : formation 
d’hexoses monophosphates, et accumulation d’A. T. P. 
I. — Action de la Pénicilline 
sur le métabolisme phosphoglucidique. 


A. — INFLUENCE DE LA PENICILLINE SUR L’ACTIVITE PHOSPHATASIQUE. 


Sur ce point nous serons trés brefs, puisque nos résultats 
furent négatifs, car la Pénicilline ne modifie pas le métabolisme 
glucidique du Clostridium. Nous donnerons seulement, a ttre 


d’exemple, une étude sur l’action de la Pénicilline sur lactivité 
hydrolysante des suspensions de « Clostridium » vis-a-vis du 
glycérophosphate de sodium. 


Dans notre travail préliminaire, nous avons montré que le 
Clostridium non proliférant libére de l’acide phosphorique a 
partir du glycérophosphate de sodium [7]. Recherchons l’influence 
de la Pénicilline sur cette réaction. 

Nous étudions I’hydrolyse a 37° du glycérophosphate de sodium 
(mélange « + 8) par des suspensions épaisses de Clostridium 
lavées, en constituant deux séries paralléles : Pune sans antibio- 
tique, autre avec Pénicilline 4 raison de 1.000 U. O. par milli- 
litre. 

L’expérience a lieu en anaérobiose stricte dans un tampon 
boraté a pH 6,7. La concentration en glycérophosphate est 
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0.8 p. 100. Sur le tableau suivant, nous exprimons les résultats 
en yg dacide phosphorique libéré 4 partir du elycérophosphate, 
et rapporlés au volume total de ]’émulsion (5 ml.). 


TABLEAU |. 


ACIDE PHOSPHORIQUE LIBERE PAR HYDROLYSE 


2 heures 18 heures 72 heures 


— 


Sans pénicilline. .. . 228 
Pénicilline . . ews 240 


La Pénicilline ne modifie donc pas la marche de hydrolyse. 
L’activité phosphatasique est d’ailleurs faible car nous avons mis 
en ceuvre pour les expériences de ce type des microbes non 
proliférants. 


B. — Action DE LA PENIGILLINE SUR LA SYNTHESE 
DES ESTERS PHOSPHORIQUES AU COURS DE LA GLYCOLYSE. 


Avant de relater les résultats de nos travaux personnels, rap- 
pelons les trés rares travaux antérieurs sur ce sujet. Schuler [8] 
et Gale {9] ont montré que la fermentation du glucose par les bac- 
téries n’était pas modifiée par la Pénicilline. Ils avaient suivi cette 
fermentation simplement par le dosage du glucose et des produits 
volatils accumulés. 

Nous avons envisagé ici les phosphorylations au cours de la 
glycolyse en nous plagant dans des conditions variables suivant 
les essais (présence et absence de phosphates, présence et absence 
= he Yo! bead 2 

Nous avions montré [6] que les conséquences principales de la 
phosphorylation du glucose, chez Clostridium sporogenes, sont 
les suivantes 

1° Estérification d’acide phosphorique ; 

2° Synthése d’acide adénosine triphosphorique et d’hexose 
monophosphate. 


a) ACTION DE LA PENICILLINE SUR LA DISPARITION DES PHOSPHATES 
MINERAUX EN PRESENCE DE GLUCOSE CHEZ « CLOSTRIDIUM SPORO- 
GENES ». — Nous avons mis en ceuvre des suspensions épaisses 
de Clostridium (50 mg. de poids sec résiduel) qui furent abandon- 
nées pendant deux heures A la température de 87° en présence 
de glucose M/10. 

Nous opérions parallélement en Vabsence et en présence de 
Pénicilline & raison de 1,000 U. O. par milligramme.: 
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A la fin de l’expérience, les ions phosphoriques furent dosés 
1° dans les cellules microbiennes (séparées par centrifugation), 
aprés épuisement a l’acide trichloracétique & 20 p. 100 (pendant 
dix heures 4 la température de + 4°), 2° dans le liquide surna- 
geant aprés défécation trichloracétique. 
Voici les résultats de quelques expériences accomplies dans 
des conditions identiques. Nous avons indiqué ici la quanlité 
d’acide phosphorique disparue par estérification depuis le début 


de V’expérience. Les résultats sont exprimés en microgrammes — 


d’acide phosphorique pour 5 ml. de |’émulsion microbienne. 


TABLEAU II. 


EXPERIENCES 


On voit que la Pénicilline n’a pas d’influence sur 1’intensité 
des phosphorylations puisqu’elle ne modifie pas la quantité d’ions 
phosphoriques qui disparaissent en présence de glucose aprés un 
temps donné. Mais au lieu d’opérer ainsi, on peut au contraire 
déterminer l’augmentation du phosphore existant sous forme 
d’esters ; c’est ce qui fait l’objet des expériences suivantes. 


b) Action DE LA PE&NICILLINE SUR LA SYNTHESE GLOBALE D’ESTERS 
PHOSPHORIQUES AUX DEPENS DE GLUCOsE ET D’A. T. P. EN PRESENCE 
D’EFFECTEURS APPROPRIES DE LA PHOSPHORYLATION. — Nous avons 
étudié séparément Ja formation de divers esters phosphoriques 
connus par les suspensions de Clostridium non proliférant en 
présence de glucose, avec ou sans Pénicilline. Les expériences 
avaient lieu en anaérobiose stricte, en présence des effecteurs 
suivants (1) : FNa 0,06 M; Cl, Mg 0,008 M ; CO,HNa 0,025 M. 


(1) Voici les raisons qui légitiment l’emploi de ces effecteurs : 

Le fluorure de sodium empéche la déphosphorylation de 1’acide 
phosphopyruvique et, de ce fait, il déplace l’équilibre des réactions de 
phosphorylation dans le sens d’une accumulation d’esters phospho- 
riques difficilement hydrolysables. A cette concentration, il empéche- 
rait, en outre, la déphosphorylation non couplée de l’acide adényl- 
pyrophosphorique, phénoméne qui rendrait inutilisable cette sub- 
stance pour des transphosphorylations couplées avec des glucides. Le 
chlorure de magnésium active les phosphorylations. Le bicarbonate de 
sodium tamponne la réaction A un pH favorable 4 la phosphorylation 
du glucose. 
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La concentration en ose était 0,075, M. On avait ajoulé en o ec 


de YA. T. P. (0,04 M) et des phosphates minéraux. Nous avons — 


calculé l’acide phosphorique présent a |’état de combinaisons 
organiques autres que lA. T. P., c’est-a-dire I’acide phospho- 
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rique présent dans les esters phosphoriques d’oses. Voici les | 


résultats de trois expériences montrant que la quantité totale des 


esters phosphoriques formés aprés quatre heures a 30° par le 
Clostridium en présence de glucose n’est pas modifiée par la pré- 
sence de Pénicilline. Les résultats sont exprimés en pg d’acide 


TasLeau ILI. 


EXPERIENCES 


Ill 


MICOS OS tA tly De Say. ope tS Denke es ' ¢ 410 pg. 
Glucose + A.T.P. + Pénicilline. . . . 35 . f ; 410 pg. 


La pénicilline ne diminue done en aucune maniére J intensilé 
des phosphorylations auxquelles est soumis le glucose dans les 
premiéres heures de Ja fermentation. : 


c) AcTioN DE LA P&NICILLINE SUR L’ACCUMULATION DES DIVERS 
ESTERS PHOSPHORIQUES AU COURS DE LA GLYCOLYSE. — On pouvait 
penser que si la Pénicilline ne modifiait pas d’une fagon globale 
la quantité d’acide phosphorique estérifiée, elle entrainait peut- 
étre des modifications dans la nature des esters phosphoriques 
accumulés au cours de la glycolyse. 

Nous avons done établ divers bilans de phosphorylations en 
earactérisant les esters phosphoriques formés. 

Dans un travail antérieur [6], nous avons montré que la tech- 
nique de Lohman [40] permettait une bonne appréciation des pro- 
portions relatives des divers esters dans le cas du Clostridium. 
C’est done a cette technique que nous nous sommes adressés ici. 
Les divers types d’esters furent done caractérisés par leurs vitesses 
Whydrolyse 4 100° en présence d’acide chlorhydrique normal. 
Le tableau suivant permet d’apprécier comment se répartit l’acide 
phosphorique entre les divers types d’esters, a Vintérieur du 
Clostridium aprés cent vingt minutes de contact avec du glucose 
a 37° C en présence ou en |’absence de Pénicilline. 

Rappelons que dans le tableau IV, il s’agit seulement du contenu 
des cellules bactériennes. Dans un tableau ultérieur, il sera tenu 
compte de l'ensemble constitué par les bactéries et le liquide qui 
les baigne. 
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TaBLeau IV. — Résultats en vg. d’acide phosphorique. 


EXPERIENCE | EXPERIENCE I] EXPERIENCE III 

o- a calans oF ne 2| 9° am haath S 5 
4 ia A | sey See 1 an ile a a raja (a 
Pave easier drey: fei eh | te as ee ea 

oe ve a Ata} ay |e lay este sed f= 
a Na a pe a ae eee 


Sans glucose : 


Témoin. - . -/255 | 45 108 |447]270 |144] 84] 90 |126 1306 [444 | 39] 45] 60 | 144 
Pénicilline . .|480] 75 | 93 |147 1330 |429 |444 | 60 |120 |324 1420] 60! 66] 39/163 


Avec glucose : - 


Témoin. . . .| 39/426 |NO |NO /411 | 96 |240 |228 |405 [879 | 81 [4129] 90 [198 | 420 
Pénicilline . .| 30 |444| 57279 450 | 96/264] 96/525 |879 | 45 [435 | 90 |156 | 435 


Po représente la quantité d’acide phosphorique libre. 

P, indique celle qui apparait aprés hydrolyse de sept minutes 4 100° C. dans SO4H? N/1 (c’est 
4 dire celle qui dérive de la totalité de l’A.T.P. et dune partie (50 p. 100) de l’acide phospho- 
pyruvique, ainsi ed @une trés faible partie (7 p. 100 de l’ester d’ Harden et Young. 

Py,. représente la quantilé d’acide phosphorique trouvéefaprés cent quatre-vingts minutes d’hy- 

drolyse. A cet instant sont hydrolysés totalement : l’A.T.P., le phosphopyruvate et les esters de 
Neuberg et d Harden et Young. 

Per est lacide phosphorique total trouvé aprés destruction sulfonitrique. Il correspond donc & 
la somme de : 1° Jes orthophosphates et l’acide phosphorique des combinaisons glucido-phospho- 
riques précédemment dosées ; 2° acide phosphorique dérivant des esters de Robinson et de Cori, 
des trioses-phosphates ainsi que des combinaisons ribonucléotidiques acidosolubles. 

Pr — P,,, correspond done a l’ensemble des combinaisons organophosphoriques autres que 
YPA.T.P., Pacide phosphopyruvique, et les esters de Neuberg et d’Harden et Young. 

Pr — Po correspond done a l'ensemble de tout le phosphore organique. 


La Pénicilline ne modifie donc pas l’allure des transphosphory- 
lations qui se déroulent au sein des cellules de Clostridium incu- 
bées en présence de glucose. En effet, dans tous les cas, la glyco- 
lyse a normalement évolué. On constate : 

1° Une accumulation d’acide adénosine triphosphorique. 

2° Une augmentation d’esters phosphoriques d’ose et principa- 
lement d’hexose monophosphate (Py, — Piso). 

3° Une augmentation de phosphore organique (P »— Ps). 

Cependant, afin d’avoir des données précises sur la proportion 
des divers esters phosphoriqués formés au cours de la glycolyse, 
nous avons déterminé les taux des diverses combinaisons phos- 
phorylées trouvées dans les tubes (corps bactérien et liquide 
ambiant). 

Dans cette expérience, ]’incubation en présence de glucose eut 
lieu pendant cent vingt minutes a 37° sans qu’on ait ajouté d’ions 
phosphoriques. La Pénicilline (type X) était utilisée 4 raison de 
2.000 U. O. par millilitre. 

On voit d’aprés ce tableau que la Pénicilline n’inhibe pas la 
formation d’A. T.P. ni celle d’hexose-monophosphate. Elle 
semble méme, dans une faible mesure, favoriser la phosphoryla- 


nee 


hey B 


+ 


Femi 
ao sp Mee 


a 


s 


ae st eS 


374 ANNALES DE L'INSTITUT PASTEUR 


tion du glucose. Ce fait apparaitra plus netlement dans le tableau 
suivant qui correspond a des expériences effectuées en présence 


Tasteau V. — Résultats en yg. d’acide phosphorique. 


Témoin au début de l’expérience. . . ,| 696+ 15 7 570 | 4.329 
Témoin + glucose aprés 120 minutes. .| 570+ 15 720 | 4.527 
Témoin + glucose + Pénicilline X aprés 

120 minutes | 540 + 15 873 | 1.605 


de phosphates. En effet, nous avons repris étude des phospho- 
rylations du glucose, aprés avoir incorporé dans certains cas aux 
émulsions microbiennes des quantités connues d’orthophosphates 
(1.500 pg d’acide phosphorique). 

Le tableau suivant indique done les quantités d’acide phospho- 
rique libre ou engagé dans des combinaisons glucidophospho- 
riques trouvées avant et aprés la glycolyse. 

La Pénicilline utilisée dans cette expérience étart de la Péni- 
cillne G thermostable ; nous en incorpordmes 1.000 unilés par 
millilitre d’émulsion. 

TasiEau VI. 


Sans addition de phosphates : 
Témoin temps zéro 
Suspensions + glucose M/10 
Suspensions + glucose + Pénicilline . 


Aprés addition de phosphates : 


Ei Leg iors + glucose M/40 + Pénicil- 
ine 


La Pénicilline n’inhibe pas les transphosphorylations auxquelles 
est soumis le glucose par les cellules non proliférantes de Clos- 
tridium. Les résultats sont les mémes en présence et en absence 
de phosphates : d’ailleurs l’incorporation des ions phosphoriques 
au milieu n’entraine pas de modifications trés considérables dans 
Yintensilé des transphosphorylations. 
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Toutefois il semble bien (le fait est surtout net en présence de 
phosphates), que la Pénicilline G, comme la Pénicilline X, active 
légérement les phosphorylations (2). 

En résumé, nous venons de voir que le métabolisme phospho- 
glucidique n’est pas inhibé méme par des doses considérables de 
Pénicilline. Avant d’abandonner ce chapitre, nous rechercherons 
s1 cette conclusion est également valable en ce qui concerne les 
réactions de phosphorylation si particuliéres auxquelles est soumis 


Vacide pyruvique dans le métabolisme du Clostridium sporogenes. 


d) AcTIoN DE LA PENICILLINE SUR LES REACTIONS DE PHOSPHORY- 
LATION QUI ACCOMPAGNENT LE METABOLISME DE L’ACIDE PYRUVIQUE. — 
Lipman [44], puis Utter et Werkman [42], ont démontré l’exis- 
tence d’un systéme de phosphorylations dans les réactions du 
métabolisme de l’acide pyruvique chez les bactéries ainsi que dans 
les cellules musculaires. 

Parmi les transformations que subit l’acide pyruvique dans la 
cellule en anaérobiose, aussi bien que dans la voie oxydative, la 
formation d’acide acétique est la plus générale. Notons en parti- 
culier que parmi les produits de fermentation du glucose chez 
Clostridium sporogenes, on rencontre le plus généralement de 
Vacide acétique. Le précurseur immédiat de l’acide acétique étant 
l’acétylphosphate, nous avons recherché l’action de la Pénicilline 
sur cette étape capitale de la phosphorylation. 

Dans ce but, nous avons réparti des suspensions lavées de 
Clostridium en présence de pyruvate de sodium M/50 dans des 
tubes étroits et ouverts. L’expérience dura une heure 4 37°. Dans 
chacun des tubes nous avions ajouté du chloroforme. Au sortir 
de l’étuve, les tubes sont plongés dans un mélange réfrigérant 
et l’acétylphosphate dosé par le procédé de Lipman [43] (8). 


(2) Il n’est pas interdit de penser que ce fait est en rapport avec 
l’inhibition par la pénicilline de la déphosphorylation irréversible de 
l’acide adénosine triphosphorique (voir plus loin). 

(8) Voici le principe de cette méthode: les émulsions refroidies 
4 0° sont additionnées d’un égal volume d’acide trichloracétique 4 
0,2 p. 100. Aprés filtration A basse température, on préléve une partie 
aliquote sur laquelle on dose aprés neutralisation : 1° l’acide phospho- 
rique des orthophosphates libres (aprés précipitation des phosphates 
par le chlorure de calcium en milieu alcoolique) ; 2° l’ensemble de 
l’acide phosphorique des orthophosphates et de celui que renferme 
l’acétylphosphate. Cet ensemble (de l’acide phosphorique provenant 
des ions phosphoriques et de 1l’acétylphosphate) peut étre déterminé 
directement sur le filtrat par un dosage colorimétrique car ]’acétyl- 
phosphate libére sa copule phosphorique par simple hydrolyse 4 la 
température ordinaire en milieu acide. Par différence entre les valeurs 
obtenues dans le second cas avec celles obtenues dans le premier cas 
on a l’acide phosphorique dérivant de 1’acétylphosphate. 
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Les résultats du tableau ‘VIL SERRA we les ; nea 


d’acétylphosphate formées dans les conditions | novmales ainsi 


TasBLeau VII. 


ACETYLPHOSPHATE FORME 
——— —————— eee" 


342 ug. 
342 peg. 


La Pénicilline ne modifie done pas la Me tie de 'acélylphos- | 


: 3 phate. 


Tout ce qui précéde ayant démontré que la Pénicilline na. pas 
d’action sur le métabolisme glucidique, nous avons abordé l'étude 
de son influence sur les processus de phosphorylation extérieurs - 

au mélabolisme glucidique. 


II. — Action de la Pénicilline sur les processus de phosphorylation 
extérieurs au métabolisme glucidique. 


Une premiére expérience orienta nos recherches en prouvant 


- que ja Pénicilline agissait bien sur des réactions de phosphory- 


Jation. Elle consista & étudier le devenir des orthophosphates chez 
les cellules non proliférantes de Clostridium en présence de Péni- 
cilline et l’influence de l’antibiotique sur la distribution des ions 
phosphoriques entre les bactéries et le milieu qui les baigne. 


A. — DerventIrR DES ORTHOPHOSPHATES 
CHEZ LES CELLULES NON PROLIFERANTES DE « CLOSTRIDIUM » 
EN PRESENCE DE PENICILLINE. 


Les germes ulilisés pour ces essais étaient obtenus par culture 
4 37° C en anaérobiose sur bouillon viande-foie (4) [44] glucosé a 
1 p. 100. Aprés douze heures de culture, les germes étaient 
recueillis par centrifugation puis lavés A deux reprises par de 
Peau physiologique (NaCl 4 9 p. 1.000). 


1° ExpiRIENCES EFFECTULES SANS ADDITION D’IONS PHOSPHORIOQUES. 
— On répartit, dans des tubes étroits, des suspensions aqueuses 


épaisses de Clostridium (poids sec : 60. mg. de bactéries par milli- 


litre). On étudie parallélement en absence et en présence de 
Pénicilline (5.000 U. O.), la maniére dont se répartissent les ions 


(4) Le bouillon viande-foie était préparé ainsi: macération d’un 
mélange A parties égales de viande et de foie de boeuf finement broyé, 
en présence de pepsine du commerce (en milieu chiorbydrique); 
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 phosphoriques entre les cellules et le milieu environnant, apres 
des durées variables de séjour A la température de + 4°. A. 


cette température, les phénoménes autolytiques se trouvent 
extrémement amortis, et l’on peut envisager plus spécialement la 
diffusion des ions phosphoriques hors des cellules. Aprés qua- 


rante-huit heures, les émulsions sont centrifugées, on dose 
acide phosphorique dans le liquide aprés défécation trichlora- 


cétique, et dans le culot microbien en I’épuisant par l’acide tri- 
chloracétique 4 10 p. 100 a froid pendant huit heures. 

Nous avons rassemblé dans le tableau suivant les différentes 
teneurs en acide phosphorique dans les cellules et dans le liquide 
qui les baigne aprés des durées variables. Le volume final des 
émulsions microbiennes était 5 ml.; les résultats sont exprimés 
en pg d’acide phosphorique pour le volume total de l’émulsion. 


TaBLeaAv VIII. 


TEMPS ZERO 2 HEURES 48 HEURES 


Acide Acide Acide 
phosphorique | phosphorigue | phosphorique 


Total 


n 
o 
Ss 
=| 


| Germes 
| Milieu 
| Germes 
| Milieu 


Témoin 450] 60 | 540) 4: 540] 720) 240 
PéniciJline, 1.000 U.O. par mil- 
lilitre : 4 435| 585) 75 


T représente la quantité de phosphates minéraux néoformés 
dans chaque tube aprés quarante-huit heures. On constate les 
fails suivants en absence de Pénicilline : 

a) La plus grande partie de l’acide phosphorique qui était 
contenu dans les germes au début de l’expérience a diffusé apres 
quarante-huit heures dans le liquide ambiant. 

b) La quantité tolale des ions phosphoriques a augmenté apres 
quarante-huit heures d’incubation. L’augmentalion de la teneur 
en acide phosphorique correspond dans cette expérience 4 210 pg 
d’acide phosphorique. 

En présence de Pénicilline : 

a) La diffusion de l’acide phosphorique du sein des corps micro- 
biens dans le liquide environnant ne semble pas modifiée sensi- 
blement (5). 


(5) Sur ce point, son action s’oppose considérablement a celle de cer- 
tains agents bactériolytiques tels que la tyrothricine que nous étudie- 
rons dans un autre mémoire. 
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b) Au contraire, la néoformation d’acide phosphorique est consi- 
dérablement diminuée en présence de Pénicilline, puisqu’elle 
n’est plus que de 75 yg d’acide phosphorique. 


2° EXPERIENCES REALISEES EN PRESENCE D’IONS PHOSPHORIQUES. 
AcTION DE LA PENICILLINE SUR L’ACCUMULATION DES PHOSPHATES PAR 
LES CELLULES NON PROLIFERANTES DE « CLOSTRIDIUM ». — On incor- 
pore & des suspensions de Clostridium des quantités connues de 
phosphates et aprés deux heures & + 4°, on sépare les microbes 
par centrifugation. On dose les ions phosphoriques restant dans 
les liquides. Des émulsions sans addition de phosphates servent 
de témoins. 

On constate qu’en ]’absence d’antibiotique, la quantité de phos- 
phates captée par les microbes est pratiquement nulle, tandis 
qu’elle est assez importante en présence de Pénicilline. (Con- 
trairement A la Pénicilline, la Tyrothricine, nous le verrons, 
empéche la captation de phosphates par les suspensions de Clos- 
tridium.) 


3° AcTION DE LA PENICILLINE SUR LA FORMATION D’IONS PHOSPHO- 
RIQUES PENDANT L’AUTOLYSE DU « CLosTRIDIUM », — L’inhibition 
de la néoformation d’acide phosphorique se retrouve également 
pour des cellules en voie d’autolyse 4 387°. 

Il ne s’agit plus ici d’ailleurs que d’un ralentissement de ]’ordre 
de 15 4 30 p. 100 et non d’une inhibition aussi marquée que 
celle que nous avons constatée pour des températures basses. 

Ce fait est peut-étre dd 4 la fragilité de la Pénicilline aux tempé- 
ratures élevées. Nous avions en effet utilisé une Pénicilline de 
type X qui n’est pas thermostable. 

En résumé, la Pénicilline se présente comme un agent suscep- 
tible d’inhiber dans la cellule bactérienne non proliférante, la 
décomposition de certaines combinaisons phosphorylées. L’ étude 
qui va suivre nous permettra de préciser 4 quelle étape du cata- 
bolisme phosphorique se silue cette action de la Pénicilline. 


B. — AcrTion pE LA PiNICILLINE 
SUR L’HYDROLYSE DE DIVERSES SUBSTANCES PHOSPHORIQUES. 


Comme nous |’avons déjaé exposé dans notre introduction, la 
premiére substance de ce type que nous ayons étudiée fut l’acide 
adénylpyrophosphorique. 


1. Action bE LA PENICILLINE SUR L’HYDROLYSE DE L’ACIDE ADINO- 
SINE-TRIPHOSPHORIQUE PAR LES SUSPENSIONS DE « CLOSTRIDIUM », —— 
L’A. T. P. utilisé dans nos essais fut préparé a partir de muscle 
de beeuf par la technique de Kerr [23]. Nous en avons ajouté des 
quantités connues & des suspensions de microbes lavées. Le pH 
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: a = : Sy ghey ere: ‘ 
était fixé a 6,3 par un tampon acélique 0,4 M. Le volume total 
dans chaque tube était 5 ml. contenant 40 me. de bactéries (poids 
résiduel aprés dessiccation prolongée a 100°). Les germes prove- 
naient d’une culture de dix-huit heures sur un bouillon VF glucosé 
a 2 p. 1.000 seulement. Ils avaient. été lavés deux fois dans de 
eau salée 4 9 p. 1.000. 
Pour étudier action de la Pénicilline nous en-avons introduit 
dans certains tubes 500 U. O. par millilitre. : 
L’expérience fut conduile en anaérobiose relative (lubes étroits | 
_ ouverts) dans un milieu saturé de toluéne. Les tubes furent main- 
tenus deux heures 4 37°, puis les microbes furent éliminés par 
centrifugation. Aprés défécation trichloracétique, VA. T. P. fut 
mesuré en déterminant l’acide phosphorique libérable par une trées 
breve hydrolyse. . 
Dans le tableau ci-contre, P,; représente la quantité d’acide 
phosphorique hibéré en sept mmutes par HCl N a 100°. 


a 


q 
4 
: 
4 
2 4 


a 


: 
3 TaBLEAu IX. / 
: a 
3 

4 

g Suspension microbienne. . z 
iN IE] ig Sees Ime ae 

: Pénicilline. . 

“ P, en vg. 

| 


kn Vabsence de Peénicilline les germes ont déphosphorylé 

environ 80 p. 100 de A. T. P. mis en cuvre puisque 550 pg 

d’acide phosphorique facilement libérable par hydrolyse ont dis- 

a paru. En présence de Pénicilline, i] n’en est disparu que 300. 

| L/inhibition atteint ici 45 p. 100. Dans d’autres expériences, elle 
a dépassé 60 p. 100. 

L’inhibition constatée ici est indépendante d’une action sur la 
croissance des germes. [in effet, la présence de toluéne arréte 
dans tous les cas la croissance baclérienne. En somme, nous 
constatons une profonde inhibition de Ja disparition de A. T. P. 
Mais on peut se demander si celte disparition est le fait dune i 
simple coupure de sa copule pyrophosphorique par une pyro- 
phosphatase ou bien d'une dégradation plus profonde de la molé- 
cule conduisant a Ja libération de tout. acide phosphorique qui 
sy trouvait. combiné. 

‘Ce que nous avons vu au sujet de l’absence d’action de la Péni- 
cilline sur les processus de phosphorylation liés au métabolisme 
des glucides, nous donne a penser que cette derniére hypothése 
est Ja vraie. 

En résumé, nous trouvons ict pour la premiere fots un systéme 
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pea 
uit soit susceplible de constituer le" point seisibiongs tuctan) de ras 
la Pénicilline : la déphosphorylation de (A. T. P. : 
LA. T. P. étant en somme un pyrophosphate de autléonde 
 puriqne, nous avons cherché a élendre nos connaissances sur 
Paction de la Pénicilline dans l’utilisation des nucléotides. 


Il. — Acrion-pE LA PEENICILLINE SUR LE METABOLISME DES ACIDES 
- - NUCLIEIQUES ET DES NUCLEOTIDES. — Pour étudier ce probleme, 


nous avons pensé que l’on pouvait s’adresser tout d’abord 
a Tautolyse des germes microbiens. On sail, en effet, 
qu’au cours de lautolyse bactérienne, les acides nucléiques 
- subissent une dégradation profonde sous linfluence des enzymes 
—— spécifiques contenus dans les bactéries. 

Mais il nous fallut, au préalable, effectuer un travail prélimi- 
naire pour connaitre les principales caractéristiques biochimiques 
de Tautolyse du Clostridium [415] (6). Ce germe est un de ceux 
qui s’autolysent le plus facilement dés qu “ils sont placés dans des 
conditions défavorables de nutrition (il est d’ailleurs un puissant 
-protéolytique). La masse des corps bactériens diminue rapi-. 
dement, il se fait une production intense el rapide d’ammoniaque. 

~ On conslate en méme temps une forte hydrolyse de composés 
_organophosphoriques avec libération d’ions phosphoriques. On 
‘relvouve dans le liquide toute Ja série des produits de lyse des 
protéines et des acides nucléiques. 

Nous avons également montré, au cours d'un autre travail pré- 
liminaire |24], Pinhibition par la Pénicillime des phénoménes les 
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F chs plus apparents de l’autolyse du Clostridium : 
ee 1° Le dégagement intense d’ammoniaque. 
se) } 2° La libération ions phosphoriques. 
-* 3° A cela, il faut ajouler que Ja Pénicilline ralentit la déeom- 


position méme des cellules au cours de lautolyse. Toutes ces 
inhibitions semblent indépendantes d’une modification des sys- 
lémes prole olyliques du germe, Nous avons, en effet, vérifié que 
les activités protéolytiques et peptidasiques du Clostridium sont 
insensibles & action de la Pénicilline (46, 24). 


III. — Action bE LA PENICILLINE SUR LE METABOLISME DE L’ ACIDE 

— -RIBONUCLIEIOUE CHEZ © CLOSTRIDIUM SPOROGENES )) NON PROLIPERANT. 

~— Nous avons, a titre préliminaire, éludié l’équipement nucléique 

du Clostridium, c’est-a-dire les teneurs relatives de notre germe 

en acide cenmale ique, ainsi quen dérivés d’acide, nucléique. 

Nous avons, en outre, éludié les modifications subies par ces f 
substances au cours de lautolyse de la cellule. 


(6) Nous ftimes aidés dans celle étude préliminaire par M™ J. Blass 
avee laquelle nous devons publier ailleurs le détail de" nos expériences 
sur Ja lyse des dérivés nucléiques au cours de Vautolyse du Clostridium. : 


wt ~~ ee + 
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Dégageons trés rapidement les conclusions de cette étude pré- 
-liminaire : 

1° L’acide thymonucléique existe certainement dans nolre 
germe, mais seulement en quantités trés faibles : la réaction de 
Dische s’est avérée trés faiblement positive. La majeure partie 
eS. acides nucléiques est du type ribonucléique. 

° Le Clostridium sporogenes catabolise trés aclivement Vacide 
Pie ace. En effet, vingt-quatre heures d’autolyse suffisent 
pour entrainer Ja simplification presque totale de lacide ribo- 
nucléique en mononucléotides, bases puriques, etc. 

3° On ne trouve parmi ces produits de transformation que des 
mononucléotides et des bases puriques, les nucléosides faisant 
pratiquement défaut. En particulier, les riboses acidosolubles 
appartiennent & peu pres exclusivement 4 des combinaisons ribo- 
nucléolidiques. Nous donnerons ici quelques résultats fonda- 
mentaux relatifs a l’action de la Pénicilline dans le catabolisme 
de Vacide ribonucléique susceptibles d’éclairer l’action de |’anti- 
biotique sur les échanges phosphoriques de la cellule non proli- 
férante. Nous espérons revenir, en effet, dans une publication 
ultérieure, sur les détails de notre travail. 


IV — Acrion bE EA PENICILLINE SUR. L UTILISATION DU. RIBOSE 
AU COURS DE L AUToLyse. — Nous avons dosé le ribose sous ses 
différentes formes (technique de Mejbaum [47]) dans des émulsions 
microbiennes, renfermant le méme poids de microbes (pesés secs : 
87 mg.), aprés vingt-quatre heures d’incubation 4 87° paralléle- 
ment dans l’eau distillée et en présence de Pénicilline G (a raison 
de 1.000 unités par millilitre d’émulsion). L’expérience eut lieu en 
milieu saturé de chloroforme. 


TABLEAU X. 


APRES 24 HEURES 


NATURE DES DOSAGES TEMPS ZERO 


Sans Pénicilline Pénicilline 


I. — Nucléolides : 


Ribose extrait des émulsions 
par Vacide trichloracelique 
(10 p. 100) a basse tempé- ; 
rature pendant 8 heures. $60 + 30 ug. | 2.550 + 30 ug. | 2.880 + 30 pg. 


If. — Acides ribonucléiques : 


Ribose persistant dans les 
cadavres bactériens aprés 


le traitement ci-dessus. .| 4.160 yg. 1.730 pg. 2 000 pe. 
HI. Somme del et IL: 
Riboses totauxe see + + polo. 0205. 4.280 pg. 4.880 pe. 


~ 
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Les résultats sont exprimés en vg de ribose : les Si = - 

_ quées sont rapportées a la masse tolale des émulsions. ee a 

a En Vabsence de Pénicilline, il disparatt apres vingt-quatre a 
heures d’ incubation 740 ve de riboses. En présence de lantibio-— 

lique, il n’en disparait que 140 pg. L’inhibition atteint 80 p. 100. 
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ence Ce phénomeéne, signalé par Krampitz et Werkman [8] dans des 
. conditions d’ailleurs tres différentes, & propos de microbes 

—  aérobies, se trouve done reproduit a propos d'un anacrobie 
strict. 


—- inhibition considérable qu’exerce Ja Pénicilline sur Tutil- 
sation du ribose traduit le blocage & un niveau déterminé des 
—_-réactions de décomposition auxquelles est soumis Vacide ribo- 
 nueléique. 

‘Si lon se souvient que le ribose trouvé dans les extrails tri- 
chloracéliques, apres dissolution a basse température, est engagé 
presque exclusivement dans des nucléotides puriques chez le Clos- 
tridium sporogenes, on verra, aprés examen de notre tableau, 
que la Pénicilline inhibe au moins deux processus dans le cata- 
bolisme de lacide ribonucléique : 

1° La disparition de VPaecide ribonucléique. 

2° La disparition des nucléolides. 

Celle constatation nous a conduils a entreprendre quelques expé- 
riences supplémentaires sur le catabolisme des nueléotides en 
présence de Pénicilline. 

Nous avons pu observer 

1° Owen présence de Pénicilline, les autolysals de vingt-quatre 
heures du Clostridium sporogenes, tué& par le chloroforme, ren- 
fermaient davantage de nucléolides qu’en absence de Pénicilline. 
2° Que le métabolisme des nucléotides puriques, acide gua- : 
nylique el acide adénylique (provenant de levure) se trouvait 
ralenti par la Pénicilline. : 
Pour ces essais, nous avons mis en oeuvre de Vacide guany- 
lique préparé a partir dacide ribonucléique de levure suivant le 
procédé de Calvery et Jones (48]. L’acide adénylique utilisé était 
eristallisé el exempt Wions phosphoriques (Hoffmann-Laroche). 

Nous avons préparé des solutions de chaque nucléotide renfer- : 

mant respeclivement 4 mg. d’acide guanylique et 5 meg. d’acide 
adénylique par millilitre. 
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> 

’ Nous avons ¢étudié leur déphosphorylation sous Vaction des 
Zz émulsions de Clostridium lavé, provenant dune culture de dix- 
s huit heures (sur bouillon viande-foie glucosé). Pour  étudier 


Vacuion de la Pénicilline, nous avons réparti dans certains 
échantillons de la Pénicilline G a’ raison de 1.000 U. O. par mil- 
hhitre. Les miheux étaient tamponnés a pH 6,8 par un tampon 
boraté et saturés de chloroforme. Les expériences durérent seize 
heures & la température de 37° 

Dans le cas de lacide guianslique, nous avons en outre déter- 
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] 
par la technique de Graft et Maculla [49]. 

Les résultats sont exprimés en yg, pour le volume total des 
émulsions. Tees 


TARLRAU XI. 


ACIDE PHOSPHORIQUE 
libéré GUANINE 


en po. oats 


Acide guanylique : 


EMO > o & 4 195 
Pénicilline Bi 3, ta Sa ee, 100 


ACIDE PHOSPHORIQUE DETACHE 
en pe. 


Acide adénylique : 


Dans les deux cas, la pénicilline inhibe donc le métabolisme 
des nucléotides. Ce fait est a rapprocher de l’inhibition par cet 
antibiotique de la déphosphorylation de |’A. T. P. 


Discussion. 


Le métabolisme phosphoglucidique ne subit pas de modifica- 
tion sous Vaction de la Pénicilline, tandis que le calabolisme de 
Vacide ribonucléique et des nucléolides est inhibé. 

Il semble bien que l’inhibilion par la pénicilline de Vutilisation 
des nucléotides que nous avons mise en Jumiére chez une bactérie 
pénicillino-sensible, Clostridium sporogenes, soit le facteur le 
plus important du pouvoir bactériostatique de la Pénicilline. 

En effet, Vinhibition de Ja déphosphorylation de lA. T. P. 
chez Clostridium, doit étre logiquement rapprochée de celle qui 
porte sur le catabolisme des nucléolides. 

Il ne s’agit pas, en effet, dans ce cas, du blocage de l’adényl- 
pyrophosphatase microbienne, puisque ni la transphosphorylation 
du glucide par VA. T. P., ni lactivité adénylpyrophosphatasique 
des extraits musculaires [20] ne sont inhibés par la Pénicilline. 
Nous sommes done en présence dune dégradation de la molécule 
plus poussée que le simple détachement de la copule pyrophospho- 
rique. Peut-étre la Pénicilline interyient-elle directement dans le 
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métabolisme de la liaison ribose-acide phosphorique, comme dans 
le cas des mononucléolides puriques. : 

Quoi qwil en soit, plusieurs possibilités sont offertes pour 
expliquer Vinhibition par la pénicilline de la croissance bacté- 
rienne, en faisant intervenir le blocage du catabolisme des nucléo- 
des. 

On connait en effet le role des nucléolides, et paruculicrement 
de VA. T. P. dans diverses réactions du métabolisme protidique. 
P. P. Cohen [2] a montré tout récemment Vintervention d’une 
phosphorylation mobilisant A. T,P. dans la synthése des hai- 
sons peplidiques. On sait en outre depuis longlemps que les 
nucléotides puriques sont des cofacteurs du systéme déshydra- 
sique chez les mammiféres et chez la levure. 

Nous avons montré, enfin, tout derni¢rement, que Vacide adé- 
nylique avait un role primordial dans la réaction de Stickland [24]. 
Nous nous permeltrons d’insister sur ce point, car la réaction de 
Stickland [25] constitue le processus d’oxydoréduction que met 
en ceuvre le Clostridium lorsqu’il se développe dans un milieu ne. 
eomportant que des proléines ou des acides aminés a l’exclusion 
de glucides. Or, un travail de notre laboratoire a montré que 
la Pénicilline inhibe fortement la réaction de Stickland {22}. 

On a donc, pour la premiére fois, exemple d’une inhibition 
dun processus énergétique portant sur les amino-acides et inter- 
venant directement dans la croissance bactérienne qui ait lieu 
par Vintermédiaire du blocage de lultilisation d’un. cofacteur 
phosphorylé : Vacide adénylique. Ce schéma dépeint trés vrai- 
semblablement le mode d’action de la Pénicilline sur Clostridium 
sporogenes cullivé dans un milieu exempt de glucides ; en effet, 
le seul processus énergétique que le Clostridium puisse utiliser 
dans ces conditions est la désamination couplée des amino-acides 
(réaction de Stickland), 

Dans le cas du Clostridium cullivé en présence de glucides, 
ainsi que pour toutes les autres bactéries pénicillino-sensibles, 
on peut penser que |’inhibition de Vutilisation des nucléotides 
entraine, dans le métabolisme des acides aminés, des perturha- 
lions variables suivant importance relative des nucléotides dans 
les mélabolismes protidiques des diverses especes bactériennes : 
un exemple de ces modifications serait V’inhibition de l’aceumu- 
lation de Vacide glutamique chez les bactéries Gram-positives en 
présence de Pénicilline (Gale, 1946) [9]; V’aeccumulation d’acide 
glutamique ne pouvant s’effectuer chez ces bactéries qu’en pré- 
sence de glucides et ’A. T.P. étant une des substances synthé- 
tisées au cours du métabolisme phosphoglucidique, on peut pen- 
ser une fois encore que ]’inhibition de la captalion d’acide gluta- 
mique est la conséquence d'un blocage du métabolisme des 
nucléolides par la Pénicilline. 
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Résumé et conclusions. 
Pour essayer d’interpréter l’action de la Pénicilline sur les 
bactéries, nous avons étudié son influence sur toute une série de 
processus métaboliques d’une bactérie pénicillino-sensible : Clos- 
tridium sporogenes. 

I. — La Pénicilline s’est montrée sans action sur chacune des 
étapes du métabolisme du glucose et elle n’entrave pas la forma- 
tion des divers esters phosphoriques qui prennent naissance au 
cours de la glycolyse par les émulsions de Clostridium. Elle n’agit 
pas non plus sur la réaction de phosphorylation qui, a partir de 


Pacide pyruvique, conduit a V’acétylphosphate, puis a lacide™ 


acétique. 

II. — La Pénicilline s’est montrée sans action inhibitrice sur 
les protéases et les peptidases du Clostridium. 

If. — Un travail antérieur de notre laboratoire a montré que 
Ja Pénicilline inhibe la désamination couplée des amino-acides 
par oxydo-réduction (réaction type Stickland), réaction caracté- 
ristique du gende Clostridium, évoluant lorsque ces bactéries 
vivent en l’absence de glucides. Mais les réactions de ce type 
n’ont pas un caractére de généralité suffisant pour que leur inhi- 
bition puisse expliquer V’action antibiotique de la Pénicilline dans 
tous les cas. 

IV. — La Pénicilline inhibe certains processus de déphosphory- 


lation, car elle freine nettement la libération d’ions phosphoriques | 


au cours de l’autolyse des germes. 

V. — Nous avons pu préciser les déphosphorylations qui sont 
inhibées par la Pénicilline. I] s’agit de la lyse de mononucléotides 
tels que les acides guanylique et adénylique et aussi de l’acide 
adényl-pyrophosphorique. Dans ce dernier cas, il ne s’agit pas 
d’une simple inhibition d’une pyrophosphatase, car la transphos- 
phorylation de l’A. T. P. sur les glucides n’est pas inhibée. 
(D’ailleurs, la Pénicilline n’inhibe pas l’action pyrophosphata- 
sique des extraits musculaires sur l’A. T. P.).: 

VI. — C'est tout le catabolisme des acides nucléiques qui est 
inhibé par la Pénicilline puisque l'utilisation du ribose nucléique 
pendant l’autolyse est considérablement inhibée par la Pénicilline. 

VII. — Ce n’est pas au premier stade du catabolisme des acides 
nucléiques qu’intervient la Pénicilline ; la dépolymérisation des 
acides nucléiques par la ribonucléodépolymérase n’est pas influen- 
cée par cet antibiotique (7). 

VIII. — L’action sur la lyse des mononucléolides et de 


(7) Le travail sur la ribonucléodépolymérase a été effectué avec aide 
de B. Ryback avec qui nous devons publier un mémoire particulier et 
nous ne donnons ici qu’un bref apercu des conclusions sur ce point. 
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car Vinhibition de la réaction de Stickland est expli- 
cable par Je blocage de Vacide adénylique que nous avons trouve — 
—étre un cofacteur primordial de la réaction de Stickland. 

De méme, Vinhibition pénicillinique constatée par Gale du cap- 
lage de Vacide glutamique par les bactéries & Gram-positif doit 
aussi n’étre qu’un phénoméne secondaire a Vinfluence sur le 
~métabolisme des mononucléotides, En effet ce caplage de lPacide 
glutamique ne peut se faire qu’en présence de glucose, or le glu- 
‘cose est une source d’A. T. P. chez les bactéries. 

Le freinage par la Pénicilline de I’ oxydation du ribose nucléique 
_ observé par Krampitz et Werkman n’est encore, vraisemblable- 


= ment, qu'un phénoméne secondaire a [action que nous avons 


trouvée sur la lyse des nucléotides, puisque celte action suffit a 
freiner tout le catabolisme nueléique. 


En somme, Vaction anltibiotique de la Pénicilline doit élve inter- 
-prétée comme une action inhibitrice sur le catabolisme des mono- 


~ nucléotides : cette action retentissant secondairement sur d’autres 


processus mélaboliques dans lesquels interviennent les mono- 
nucléotides ou leurs produits de scission et en particulier leurs 
radicaux phosphoriques. 


Nous tenons & remercier-M™* S. Jeulin et C. Laterrade pour la 
collaboration technique qu’elles nous ont apportée dans certaines 
parties de ce travail. 
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ACTIVITE MONOCYTOGENE 
DES VIEILLES SUSPENSIONS LYSEES 
DE BACILLES TUBERCULEUX MORTS 


par F. van DEINSE, J. SOLOMIDES et M"* M. HARITONOFF. (*) 


Dans une communication précédente (1), il a été question de la 
lyse qui se produit quand on enferme dans des ampoules, 4 Pabri 
de Vair, une suspension dans de eau distillée de bacilles tuber- 
culeux tués par chauffage, et qu’on place ces ampoules a l’étuve 
a Hite nee 

Quand on enferme les suspensions dans des ballons simple- 
ment bouchés au coton, la lyse dans l'eau distillée a également lieu 
a V’éluve, mais elle se fait plus lentement. Et quand on prépare les 
suspensions dans de Veau physiologique au lieu d’eau distillée, 
la lyse dans les ballons, done en contact avee l’air, se fait beaucoup 
plus lentement que dans Peau distillée, et on trouve, méme apres 
deux ans de séjour a 38°, encore de tres nombreux éléments acido- 
résistants dans ces suspensions. Mais il suffit d’enfermer une partie 
de la suspension dans des ampoules scellées 4 l’abri de Yair, pour 
que la lyse soit compléte en un ou deux mois : on ne trouve alors, 
dans ces ampoules, que des nuages de substance granulaire cyano- 
phile, et plus aucun élément acido-résistant. 

Dans notre travail précédent, il a élé indiqué que les suspe nsions 
lolalement lysées en ampoules, aprés un trés long séjour a 38°, 
déclenchent des réactions dermiques fortement positives chez le 
cobaye allergique, mais que ces mémes suspensions sont inca- 
pables d’allergiser le cobaye. 

Nous voudrions vapporter aujourd@’hut les résultats d’une étude 
concernant les effels sur le lapin de Vinjection intraveineuse de 
ces suspensions bacillaires en ampoules, aprés un sé jour plus ou 
moins prolongé a 88°, done a des degrés plus ou moins avancés 
de lyse. 

Nous nous sommes servi, pour cette étude, de deux souches 
de bacilles tuberculeux virulents, la souche humaine Ler. et la 
souche bovine Taureau. Pour la souche humaine, ce fut une cul- 


(*) Sociélé Frangaise de Microbiologie, scance du 4 mars 1948. 


* (1) Pr. VAN Derinse. Association Frangaise de Microbiologie, séance du 
5 février 1948. 
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“ture sur pomme de terre 4 leau glycérinée de vingt- -huit jours, ‘ 
non lysée, qui fut employée, et pour la souche bovine, quatre cul- ies 
tures agées de cinquante-quatre jours également sur pomme de eK 
lerre glycérinée, non lysées. En partant de ces cultures, deux 3 


suspensions dans de Veau distillée furent préparées, contenant ; he 
. chacune 10 mg. de corps bacillaires par centimetre cube, et | ea: 
__ chauffées une demi-heure a l’autoclave 4 105°. Elles furent ensuite pe 
e réparlies dans des ampoules a raison de 2 cm? par ampoule, et a 
ces ampoules furent scellées a la flamme de fagon a y laisser tout os ae 
~ au plus une petite bulle d’air. Deux lapins témoins recurent dans ei 
_ les veines 1 cm® de chaque suspension fraichement préparée,. Les Ray 
- ampoules furent ensuite placées a l’étuve a 38°, et des lapins : oe 
_ _ furent inoculés par voie veineuse avec toujours la méme dose de = 
suspension (1 cm’), provenant d’ampoules aprés des séjours de ae 
plus en plus longs a l’étuve. Les animaux furent pesés 4 des inter- Re 
valles réguliers, en méme temps que leur sang fut examiné. Cette o 
étude a porté sur 7 lapins pour les suspensions de bacilles humains, i aa 
et sur 16 lapins pour les bovins. By: 
4 Une description complete des observations quil nous a été fs 
; donné de faire chez ces 23 animaux nous ferait sortir des cadres ¥ 3 
— de cette communication. Nous ne ferons qu’indiquer les prin-’ Re 
- cipales. : 
; D’abord lV’anémie. Tous ces lapins, sans exception, ont fait de ; 
lanémie du type hypochrome, méme les témoins, inoculés avec 
des bacilles morts frais, quoique dans un degré moindre. Celt¢ Re 
anémie sinstalle rapidement, quelquefois dés le troisiéme jour, : 
et évolue de facon irréguliére, Le taux d’hémoglobine, que nous mess, 


avons mesuré d’aprés Sahli, étant 70 ou 80 chez le lapin normal, ee 
descend en quelques jours 4 50, ou méme a 45, en méme temps 
que le nombre de globules rouges par millimétre cube ° 
descend de 5-6 millions & 3 millions, mais toujours avec : 
un certain retard, c’est-a-dire que le taux d’hémoglobine 
remonte déja a des valeurs plus élevées, quand le nombre 
de globules rouges est encore au plus bas, et inversement. 
Car, en effet, Vanémie évolue avec des hauts et des_ bas, 
et est de nature essentiellement chronique. Ainsi, par exemple, 
un lapin, inoculé avee 1 em* d’une ampoule agée de quatre mois el 
demi, d’une suspension bovine, aprés étre descendu a un taux 
d’hémoglobine de 55, puis remonté a 75, était de nouveau a 45 
sept mois aprés l’inoculation. Le nombre de globules rouges était 
4 ce moment 2.210.000. Mais le poids de cet animal, 1.820 g. au 
début de Vexpérience, était de 2.230 le jour ott ’hémoglobine était 
i 45. C’est en effet une des caractéristiques de cette anémie, 
quelle ne semble pas, dans lensemble, influencer l’état général 
des lapins, et que ces animaux continuent a se bien porter malgré 
les états d’anémie trés prononcée qu’ils traversent, pour autant 


aa 
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qu’on peul en juger d’aprés leur poids. Cependant, parmi ces 
23 lapins, 3 sont morts cachectiques, dont un avait été inoculé 
avee 1 cm? du contenu d’une ampoule de suspension humaine 
apres vingt-huit jours de séjour & 38°, et les deux autres avaient 
recu 1 cm? du contenu d’ampoules de suspension bovine aprés 
deux mois et trois mois et demi d’étuve respectivement. Le pre- 
mier est mort aprés quarante-quatre jours, son taux d’hémoglo- 
bine n’ayant cessé de descendre jusqu’a 380, les deux autres apres 
irois semaines. A l’examen histologique des organes de ces 3 lapins, 
on trouve, dans les poumons, de Vinfiltration a polynucléaires 
de la trame, dans le foie également de linfiltration a polynu- 
cléaires et, chez le premier, des monocytes, avec intégrilé des cel- 
lules hépatiques, dans la rate de l’hémorragie et méme une 
nécrose étendue chez le premier lapin, et dans les reins de la 
dilatation glomérulaire, de la dégénérescence des tubes contournés, 
et de Vexsudat albumineux. En somme des lésions non spécifiques, 
semblant étre dues 4 de l’empoisonnement. 

Sur les frottis du sang, colorés au May-Griinwald; on voit, 
parallélement avec la diminution du taux d’hémoglobine et du 
nombre des globules rouges, les signes caractéristiques de VPiané- 
mie : de l’anisocytose, de la poikilocytose, de la polychromato- 
philie, et méme, quelquefois, une augmentation des réticulocytes, 
jusqwa 18 p. 100 dans un cas. 

A coté de cette anémie, assez banale en somme, qu'on observe 
également dans la tuberculose expérimentale du lapin, causée par 
des bacilles tuberculeux virulents vivants non lysés, un autre 
phénoméne a attiré notre attention. Nous avons remarqué, en 
effet, que Vinjection intraveineuse de 1 em* d’une suspension 
de bacilles morts en ampoules scellées, ayant séjourné un certain 
temps a létuve a 38°, déclenche, chez le lapin, dans les vingt- 
quatre heures qui suivent injection, une monocytose sanguine 
marquée, pouvant atteindre, dans certains cas, une valeur de 
30 et méme 35 p. 100. On n’observe pas cetle monocytose apres 
injection de bacilles tuberculeux récemment tués, et pas non plus 
en injectant le contenu d’ampoules ayant séjourné moins de 
deux mois a l’étuve, pour les suspensions de bacilles humains, et 
moins de cing mois pour les suspensions bovines. En effet, Jes 
lapins inoculés avee 1 em* de suspensions-ampoules de bacilles 
humains Agées de vingt-huit et quarante-quatre jours, et de bacilles 
bovins djgées de trente, soixante, soixante-quinze, cent trente- 
cing jours respeclivement, (10 Japins au total), ont eu, le lende- 
main, des pourcentages de monocytes variant de 2 49 p. 100, «’est- 
a-dire normaux, avec une seule exception : un de ces Japins a 
eu 39 p. 100 de monocytes vingt-quatre heures apres injection 
intravemeuse d’une suspension-ampoule de bacilles bovins Agée 
de soixante-quinze jours, 
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_ Mais a partir de lage de soixante-douze jours pour les suspen- 
“sions humaines, et de cing mois pour les bovines, tous les lapins, 


13 lapins, ont eu, dés le lendemain de injection, une mono- 
cylose marquée, a lexception de 2 d’entre eux. Ces derniers 
animaux avaient recu le contenu d’ampoules-suspensions de 
_bacilles humains agées de six mois et de sept mois et demi respec- 
lvement. Dans la série d’expériences que nous relalons, ce pou- 
voir monocylogéne des suspensions bacillaires lysées semblait 
done exister, dans des ampoules, aprés séjour a 88° de deux mois, 
el s’éleindre aprés six mois pour les bacilles humains. Pour les 
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existait encore aprés onze mois de séjour a 38°, quand ces expé- 

riences furent interrompues. Comme il a été dit plus haut, il se 

fait, dans les suspensions bacillaires enfermées dans des ampoules 

scellées a Vabri de Vair, et placées A l’étuve, une lyse rapide, en 
ce sens qu’on ne trouve plus, sur les frottis de ces suspensions, 
aucun élément acido-résistant aprés un certain temps, et qu’on n’y 
voit que de la substance finement granulaire ou des débris cyano- 
phyles. L’apparition du pouvoir moenocytogéne coincide a peu 
pres avec le moment ott celle disparition des éléments acido-résis- 
fants est complete, et cela a lieu plus rapidement pour le bacille 
humain que pour le bacille bovin. On peut concevoir que, la lyse 
continuant dans les ampoules avec la durée de leur séjour a 
Vétuve, la substance responsable du pouvoir monocytogéne, pro- 
duit de la lyse bacillaire, est A son tour désagrégée a tel point 
que ce pouvoir disparait, tout au moins pour le bacille humain 
plus facilement lysable que Je bovin. 

Voici, a titre d’exemple, trois observations typiques 


1° Lapin 247. Inoculé le 9 décembre 1946 par voie veineuse avec 1 cm? 
de suspension de bacilles humains conlenus dans une ampoule ayant 
séjourné quatre-vingt-six jours 4 38°. Sur Jes frottis de cette suspen- 
sion colorés au Zieh], on ne trouve que des masses bleues finement 
granulaires ; aucun élément acido-résistant. 

Examen du sang de ce lapin immédiatement avant Uinjection : 
4.730.000 globules rouges et 4.900 globules blancs par millimétre cube. 
Formule leucocytaire : poly. neutr., 27; basoph., 4; paramyéloc., 1 ; 
lympho., 61 ; mono., 7. 

Le 10 décembre 1946, donc vingl-quatre heures aprés I’injection, on 
trouve : 4.460.000 globules rouges, 10.400 globules blancs. Formule leu- 
cocytaire : poly. neutr., 35; Gosino., 2; basoph., 8; lympho., 25 ; 
mono., 30. Nombre de monocytes par millimétre cube : 3.120. Ce 
méme jour, ce lapin a été sacrifié, et le résultat de l’examen histolo- 
~ gique sera donné plus loin, 

2° Lapin 234. Inoculé le 27 mai 1946 par voie veineuse avec 1 ¢m* 
de suspension dans de J’eau distillée de bacilles bovins contenus dans 


, 


ampoules contenant des bacilles bovins, le pouvoir monocytogéne 
-apparait de facon réguliére & partir de l’age de cing mois, et 


moculés par voile veineuse avec 1 cm® de. ces suspensions, soil — 
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une ampoule ayant séjourné six mois et trois semaines a 38°. Sur les 
frottis de cette suspension, on {rouve des débris bleus et de petits 
amas bleus finement granulaires ; aucun élément acido-résistant. 

Examen du sang de ce lapin immédiatement avant Vinjection : glo- 
bules rouges, 6.000.000 ; globules blancs, 8.300. Formule leucocytaire : 
poly. neutr., 59 ; basoph., 12; paramyéloc., 1 ; lympho., 23 ; mono., 0d. 

Le 28 mai 1946, donc le lendemain de l’injection, on trouve : glo- 
bules rouges, 7.800.000 ; globules blancs, 10.900. Formule leucocytaire : 
poly. neutr., 43; éosino., 1; basoph., 15 ; lympho., 17; mono., 24. 
Nombre de monocytes par millimétre cube : 2.616. 

3° Lapin 231. Inoculé le 3-8-46 par voie veineuse avec 1 cm* dune 
suspension dans de l'eau distillée de bacilles bovins contenus dans une 
ampoule ayant séjourné huit mois et vingt-sept jours d 38°. Frotlis de 
cette suspension : des nuages de substance granulaire bleue et quelques 
petits amas de granules acido-résistants. 

Examen du sang immédiatement avant linjection : 4.450.000 glo- 
bules rouges, 7.400 globules blancs par millimétre cube. Formule leu- 
cocytaire : poly. neutr., 53; éosino., 2; basoph., 2; lympho., 41 ; 
mono., 2. 

Le 4 aott 1946, lendemain de l’injection, on trouve =: 
4.300.000 globules rouges, 8.000 globules blancs. Formule leucocytaire : 
poly. neutr., 40 ; éosino., 38; basoph., 11 ; paramyélo., 1 ; lympho., 165 ; 
mono., 80. Nombre de monocytes par millimétre cube : 2.400. 


Dans cerlains cas, celle monocylose précoce augmente encore 
pendant un ou deux jours, mais dans la plupart des cas la mono- 
cytose revient a des valeurs normales dés le surlendemain de 
Pinjection. 

La monocylose sanguine est généralement altribuée aujour- 
(@hui a une irritation du systéme réticulo-endothélial, L’examen 
histologique que nous avons pu faire, avec M. Bablet, chez le 
lapin 247 a donné les résultats suivants : nous avons trouvé dans 
les poumons une forte congestion et une infillmation diseréle de 
la trame, dans le foie de lectasie veineuse et capillaire, une réac- 
tion endothéliale et une infiltration leucocytaire diffuse ; dans Ja 
rate de Vhyperplasie lymphoide, une pulpe rouge hémorragique 
et des sinus dilatés riches en monocytes ; enfin dans la moelle 
osseuse une grande activité des éléments myélocytaires et méga- 
caryocytes. Cet unique examen histologique ne suffit évidemment! 
pas a éclaircir le probleme de la provenance de la monocytose 
précoce, observée chez nos lapins. Tout au plus peut-on dire qu'il 
régne une aclivilé marquée au niveau de la rate et de la moelle 
osseuse. 

_ Nous avons fait des essais de transmission passive de la réac- 
lion monocytaire en inoculant a des lapins neufs du sang prélevé 
chez des animaux en pleine poussée monocylaire, sans succes, 

Enfin chez les Japins survivants, nous avons inoculé des hacilles 
bovins virulents a petites doses en méme temps que chez des 
lémoins neufs ; bes lapins inoculés préalablement avec des sus- 
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_ pensions bie lysées, tie pour la pinparee rnbont de 
F Vanémie tout en ayant un état général satisfaisant, n’ont été ni- 
- moins ni plus résistants que les feniohne neufs a inoculation? virus 
lente d’ épreuve. Les bacilles lysés contenus dans les ampoules ne~ 
semblent avoir aucune activité immunisatrice. Nous avons es 
mentionné, dans notre travail précédent, que les vicilles suspen-— 
sions de bacilles lysées n’allergisent pas le cobaye. ee 


~Teau distillée. Serait-ce la mati¢re glyco-protéidique isolée des 


Il nous est impossible, pour le moment, de nous prononcer sur — 
la nature de la substance monocytogéne présente dans les suspen- | 
sions de bacilles tuberculeux morts lysées A l’abri de Pair dans — 


bacilles tuberculeux par Laporte et Vendrely ? Des eras 

; ultérieures devront nous renseigner sur ce point. 

Z- RésuME. 

=. Ag 

é Quand on conserve a létuve A 38° des ampoules scellées, rem- 
plies d’une suspension dans de l’eau distillée de bacilles tuber- 
- — culeux tués par chauffage, il se produit une lyse progressive des — 


humain et du sixiéme mois pour le bacille bovin, on constate la 
présence, dans ces suspensions lysées, d’un pouvoir monocylogéne, 
provoquant chez Je lapin auquel on injecle ces suspensions par 


vole veineuse, Vapparition, dans les vingt-quatre heures, d’unec— 


| monocytose marquée, relative et réelle, et transitoire. Ce pouvoir 
- monocytogéne semble redisparaitre dans les suspensions de 
— bacilles humains en lyse progressive, 4 partir du septieme mois 

de séjour 4 ]’étuve. L’inoculalion de ces suspensions bacillaires 


en lyse est également suivie de l’installation d’une anémie hypo-— 
\ 


chrome d’ allure chronique. 


corps bacillaires, et, a partir du troisieme mois, pour le baeille 


or > 
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Vill. — ESSAI DE CLASSIFICATION DES CYTOPHAGA 


par Y.-T. TCHAN, J. POCHON et A.-R. PREVOT. 


Lors de la découverte de Cylophaga, Hutchinson et Clayton {4] 
le placérent parmi les Spirochaetales & cause de sa morphologie 
flexueuse (observée aprés coloration). Le nom de Spirochaeta 
cylophaga fut proposé pour le désigner. Winogradsky [2], a la 
suile de ses travaux sur la décomposition de la cellulose dans le 
sol, a montré que les Cylophaga ne sont pas des Spirocheétes. I] 
proposa le genre Cytophaga, tres homogéne a cette époque. 
Voici la définition que lui donna Winogradsky 

Cytophaga : Filaments longs de 3 a 8 y, gréles, acuminés, 
flexueux, rarement spuralés ; jsubstance chromatique au centre 
du filament. Forment des coccoides par vieillissement (formes 
dautolyse). Fonction striclement spéeifique : incapables duli- 
liser @autres substances organiques que la cellulose..., etc. 

Cependant, Winogradsky n’a pas fixé la position exacle du 
genre Cylophaga dans Ja syslématique bactérienne. 

Krzemieniewska {3} a montré que Cyltophaga hulchinsonii 
(Winogradsky) comprend en réalité 2 espéces tres voisines, qui se 
différencient uniquement par un caractére biologique. L’espéce- 
type C. hulchinsoni forme des corpuscules (coccoides de Wino- 
gradsky) de dégénérescence (ou d’autolyse), c’est-a-dire qui ne 
sont pas capables de régénérescence ou de germination, en don- 
nant une cellule végétative. L’espéce Spirochaela cytophaga (Hul- 
chinson et Clayton) possede des coccoides capables de germina- 
lion. Krzemieniewska proposa, par analogie avec Myzococcus, 
le nom de Cylophaga myxrococcoides. Ainsi le genre Cylophaga 
reste homogeéne, 

Stapp et Bortel [4] ont éludié le mode de locomotion par mou- 
vement rolatoire de ces germes. D’ailleurs, Hutchinson et Clayton 
Vavaient déja signaleé. 

Imsenicki et Solntzeva [5] décrivirent une autre espéce de 
Cytophaga a coccoides ovales germinatifs. Ces auteurs considerent 
le Cylophaga comme des Myrococcacex ayant perdu Ja facullé 
de former des sporanges dans les conditions du laboratoire. Ainsi, 
le genre Cylophaga se ratlache aux Myrobaclériales. 

Stanier [6] découvrit des Cylophaga agarolytiques : C. lerze- 
micwshe et C. diffluens. Létude hiochimique et morphologique 


SYSTEMATIQUE BACTERIENNE 395 


de ces germes a enlevé a la définition de Winogradsky une partie 


de sa rigueur. En eft, ce ne sont plus strictement des cellulo- 
lytiques obligatoires : non seulement l’atlaque de la cellulose est 
plutot faible, mais leur véritable fonction biochimique est la lyse 


de la gélose. L’aliment azoté est essenticllement organique (pep- 


lone ou extrait de levure). Sa morphologie, apres coloration, est 
indiscutablement celle du genre Cylophaga. 

Stanier a mis en lumiére la morphologic réelle de ces germes 
par des examens a l'état frais, au fond noir. Ce sont des bacilles 
longs 4 bouts arrondis. La forme effilée des cellules est due a des 
artefacts de coloration. Ces observations furent 
Cytophaga cellulolytiques. Les travaux de Fahraeus [7] et nos 
recherches l’ont confirmé (non encore publiées). 

Stamier [8] aux Etats-Unis (1942), Fahraecus [9] en Suéde (1941) 
et Harmsen [40] en Hollande [1946] (1) ont apporté une notion 
nouvelle sur la physiologie des Cylophaga cellulolytiques. L’uti- 
lisation spécifique de Ja cellulose comme unique aliment carboné 
nest plus valable. Le xylose, le mannose, le glucose, le cellobiose 
sont utilisables. Harmsen a constalé Ja présence des Cytophaga 
polyphages dans le sol. I] est davis de rattacher ces germes aux 
Myxobactéries. I] est done impossible de conserver la définition de 
Winogradsky sans y apporter des modifications importantes. 

Stanier a proposé une classification de ces germes en les placant 
dans des familles différentes : Wyxococcacee et Cytophagacex, 
réunies dans le méme ordre : Wyxobacleriales. 

Définition : Myxrococcacex : Cellules longues, minces, pouvant 
se raccourcir pour former des microcystes sphériques et ovales. 
La formation de sporanges peut élre absente. 

Cytophagacex : Cellules minces, Jongues, ne formant jamais 
de microcystes. 

Ainsi, il place tous les Cylophaga microcyslogénes dans la 
famille des Myxococcacex genre Sporocytophaga, qu’ il a proposé. 
Les autres sont placés dans la famille des Cytophagacex, genre 
unique Cytophaga. 

Il est certain qu’on doit considérer les Cytophaga comme des 
Myxobactéries par leur morphologie, leur végélation et leur mobi- 
lité, Cependant, la classification de Stanier laisse une lacune. 
Ouand on examine les travaux de Winogradsky, de Hutchinson 
et Clayton et de Krzemieniewska, on constate, du point de vue 
de Ja morphologic, qu’il n’y a quune différence appréciable entre 
le Sporocytophaga et le Cytophaga: cest la germinabilité des 
microcystes. Nous avons pu vérifier ce point avee les Cylophaga 
et les Sporocytophaga isolés, soit d’ Afrique Occidentale Francaise, 


(1) Ces auteurs ont travaillé indépendamment les uns des autres par 
suite de la guerre qui a privé Jes différents chercheurs de_possibilités 
d’échanger des publications scientifiques. 
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soit de Camargue. Il est, A notre point de vue, trop artificiel de 
vouloir séparer ces germes en. deux famigges différentes. Deux 
genres distincts suffisent pour les classer. 

Imsenicki et Solntzeva [44] ont isolé et décrit 2 espéces : 
a a ae eae flavum et P. lanceolatum. Ce sont des bacilles 
courts, a bouts arrondis, non sporulés, Gram-négalifs. Mais par 
leur TégetAtiOn, ils ressemblent aux Myxobacteries. Ces auteurs 
ont proposé l’ordre des Pr omyxobactériales qui est un terme de 
transition entre les Myzxobaetéries et les Eubactéries. Cet ordre 
comprend une seule famille : les Promyxobacteriacex, qui groupe 
3 genres : Promyxobacterium, Cytophaga et Sporocytophaga. La 
différenciation est fondée sur la morphologie. Les Cytophaga et 
les Sporocytophaga possedent des cellules longues et a bouts 
pointus et les Promyzxobacterium ont des cellules bacillaires a 
bouts arrondis. 

Récemment, Stanier [42] eritiqua la classification d’Imsenicki 
et Solntzeva, tout en reconnaissant l’avantage de placer les Sporo- 
cytophaga el les Cylophaga dans une méme famille. En effet, 
l'étude de la morphologie des Cytophaga s'est compliquée a la 
suite de la découverte de Cyt. columnaris Garnjobst [43] et de 
Cyt. johnsonia. Ces germes peuvent présenter des formes courtes, 
suivant les conditions de culture. Done, on peut les classer, soit 
dans le genre Promyxobacterium, soit dans les Cylophaga suivant 
les conditions artificielles de culture. D’autre part, Imsenicki 
et Solntzeva considérent que les Myxobactéries supérieures ont 
des corps chromatiques directement colorables tandis que les 
Promyxobactéries ont des corps chromatiques diffus. La distine- 
tion est artificiclle. Dans des cellules trés jeunes, la coloration 
ordinaire ne permet pas de déceler des corps chromatiques chez 
les Cytophaga. Les cellules un peu agées ont un grain chroma- 
lique trés facile 4 mettre en évidence. D’autre part, nos études 
(non publiées) sur la morphologic par la technique de Robi- 
now [44] ont montré plusieurs grains chromatiques chez les cel- 
lules méme trés jeunes. L’étude faite avee le microscope électro- 
nique (non publiée en collaboration avee Giuntini) a mis en 
évidence des corpuscules sombres a Vintéricur des filaments cylto- 
phagiens. 

Réecemment, Soriano [45] a groupé toules les bactéries flexibles, 
ineapables de former des sporanges dans un nouvel ordre : les 
Flexribactériales, réservant l’ordre des Myxobactériales pour les 
bactéries qui forment des sporanges. 

L’ordre des Flexibactériales comprend done trois familles : 

l° Flertbacleriacexr : ne contenant pas de grain de soufre, 
nallaquant pas la cellulose. 


2° Cylophagacex : allaquant la cellulose. Formant ou non des 
microcystes. Cellules longues el minces. 


. - er all * 
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3° Beggiatoacex : contenant du soufre dans leurs cellules. 


N’attaquant pas la cellulose, pouvant posséder des pigments 
photosynthétiques. Cellules flexibles et filamenteuses. 

Cette classification n’est pas satisfaisante, car elle rapproche 
des Sulfobactéries et des bactéries non soufrées uniquement parce 
qu’elles ont un caractére morphologique commun. 

Dans un autre domaine, J. Pochon a reconnu que, pour les 
bactéries cellulolytiques anaérobies, on ne peut pas classer les 
Plectridium, les Terminosporus et les Clostridium dans une 
méme famille fondée sur le caractére physiologique d’attaque 
de la cellulose [46, 47]. On ne peut pas créer des familles 
spéciales pour classer les Clostridium dont certains sont 
cellulolytiques, d’autres fixateurs d’azote, d’autres enfin sont 
pathogénes. Le probléme est absolument général dans la 
microbiologie du sol. Ainsi, pour les vibrions, on doit 
classer les vibrions pathogénes et saprophytes (cellulolytiques 
ou non) dans la méme famille des Vibrionacee [48]. Du 
point de vue didactique, on peut grouper Jes genres de méme 
fonction biologique [49] pour faciliter leur étude, mais la classi- 
fication naturelle doit étre indépendante des nécessités didactiques. 
La séparation des Myzxobactéries et des Flexibactéries est trop 
artificielle, surtout en ce qui concerne les Sporocylophaga qui ont 
un mode de vie assez semblable & celui des Myxobactéries supé- 
rieures. ' 

Cependant, récemment, Soriano [20] a modifié sa classification. 
L’ordre Flexibactériale ne comprend plus qu’une famille : Flexi- 
bacteriacex, qui n’a elle-méme qu’un seul genre : Flexibacter. 

Flezxibactériale : cellules flexibles, non spiralées, allongées ou 


filamenteuses, mobilité (ondulation et reptation); ni spore, ni 


fructificalion, pas de granule de soufre, non cellulolytique. 

Famille unique : Flexibacteriacex. Genre unique : Flexibacter. 

Espéce type : F’. flexilis. 

Avec cette restriction, on doit classer Cyl. johnsone et Cyt. 
columnaris dans cet ordre. Cyt. krzemieniewskx et Cyt. diffluens 
en sont exclus par un caractére physiologique secondaire : attaque 
faible de la cellulose. (Leur caractére physiologique principal est 
Vagarolyse). Ceci ne nous salisfait pas, car ces deux derniers 
Cytophaga répondent a Ja définilion des Fleribacleriacex, sauf Ja 
cellulolyse. Cyt. johnsone, par contre, a bien des points communs 
avec les autres Cytophaga (attaque des polyosides, mouvement de 
reptation, de rotation, Gram-négatif, cellules longues, flexueuses, 
etc.). Done, il n’y a pas de raison de les classer en deux ordres 
différents. 

Aprés cette revue historique et critique, on peut concevoir com- 
bien la taxonomie de ces germes est confuse et difficile. Chaque 
classification présente des avantages et des inconvénients. Avec 
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les connaissances actuelles, nous essayons de classer ces germes- 
en tenant compte des données morphologiques, physiologiques, 
biologiques et biochimiques. Notre classification reste provisoire 
en attendant la découverte de germes nouveaux pour la confirmer. 

I] est indisculable que les Cylophaga soient des Myxobactéries. 
Ils different des Myxobactéries supéricures par l'absence de spo- 
range, absence indépendante des conditions artificielles de culture. 
Stanier a formulé antérieurement Vhypothése que les Cytophaga 
ne forment pas de sporange en raison du caractére paruellemeni 
artificiel de Ja culture en présence dun grain de terre sur silico- 
gel. Pourtant, on n’a jamais trouvé de sporange. Par la technique 
de microscopic directe (mise au point par lun de nous |24]), nous 
avons pas pu mettre en évidence la moindre formation de spo- 
range, Pour marquer ce caractére fondamental, nous préférons 
proposer un ordre nouveau : Asporangiale, pour marquer la diffé- 
renciation avee les autres ordres de cette classe, Cet ordre ne 
contient actuellement qwune famille : Cylophagacex, qui com- 
prend 8 genres : Sporocylophaga, Cytophaga et Flexibacter. 
Pour des raisons philogénéliques, nous plagons Sporocytophaga 
comme genre-lype de celle famille. Car il se rapproche le plus 
des Myxobacléries supéricures. Le genre Cylophaga le suit de 
pres par la morphologie et la physiologic. Le genre [lexibacter 
sy ratlache par son mode de végétation. 

Dans la laxonomic générale (d’aprés la systématique proposée 
par Tun de nous), sa position est résumée dans le tableau ci- 
dessous : 


EMBRANCHEMENT 


CLASSE ORDRES FAMILLES 


I. Myxococcales. | Myxococcacezx. 

‘ Archangiacex. 
Mycobacteria. . . . .|Myxobactériales.} II. Angiococcales.} Sorangtaceex. 
Polyangiacee. 


ul Asporangiales:| ( ytophagaceex. 


Voici Ja définition de cet ordre : 

Asporangiales Tchan, Pochon et Prévot, 1948. 

Cellules longues ou bacillaires, flexibles, non spiralées, ne for- 
mant jamais de sporange. 

Famille unique : Cytophagacee Stanier 1940. 

Cellules longues ou bacillaires minces, flexibles : leur indice 
de réfraction est assez voisin de celui de eau. Ne présentent pas 
de membrane cellulaire propre. Gram-négalif. Pigmentées ou non. 
Mobilité : rotation et reptation. Pas de cil. Microcyste présent ou 
absent. Leur formation se traduit par wun raccourcissement et la 


ey un atlas simercane qui se Canoe en un 

4 Ae 

Certains sont capables d’atlaquer les polyosides, a’ autres Bhaat? 
polyphages. 


q Genre I, — Sporocytophaga Stanier 1942. . cris 
-Formant des microcystes (sphériques ou ovales). Cellules végé- 


 tatives longues, minces et flexibles. Pouvant attaquer la cellulose. Sag cee 
Bspeeectype Sporocyt. myxococcoides (Stanier). ao ara 
® — Genre II. Cytophaga Winogradsky 1928. 6 : : 
_ Ne formant pas de microcyste vrai (capable de germination). ee 
_ Cellules longues et flexibles au moins 4 un stade de leur vie végé- 


tative. Pouvant attaquer ou non les polyosides (cellulose, agar- 

agar, chitine). te 
“2 sous- -genres : 1. Cylophaga polyosidophage. 2. Cylophaga 

polyphage. aout 
Espéce-type : Cyl. hutchinsonii (Winogradsky). 


Genre III. — Flexibacter (Soriano) 1947. 

~Cellules bacillaires flexibles. Ce genre provisoire permet de 
classer les Myxobactéries encore mal définies. 

 Espéce-type : Fl, flexilis. 


CONCLUSIONS. 


1° La systématique des Cylophaga, jusqu’ici tres confuse et oa 
tres difficile, nécessite un remaniement. Ss 
2° Cette classification ne doit pas étre basée uniquement sur 
la morphologie, mais sur tous les caracléres pris cnsemble. 
3° Ce sont des Myxobacléries qui ne forment jamais de spo- 
range. Le nom d’Asporangiales est proposé par opposition aux 
autres Myxobactéries. 
4° L’ordre des Promyxobactéries doit @tre abandonné, car il 
laisse supposer que les bacléries qu’il implique ne sont pas des 
Myxobactéries vraies. Le méme raisonnement doit étre appliqué 
aux Flexibactériales en tant qu’ordre et aux Flexibacteriacexr en 
tant que famille. Seul, le genre Flexibacter doit subsister. 
5° Les Asporangiales ne comprennent actuellement qu'une seule 
famille, que nous subdivisons en 3 genres: Sporocytophaga Stantier, 
Cytophaga Winogradsky et Flexibacter Soriano. Le genre Cyto- 
phaga est subdivisé en 2 sous-genres. 
6° Le genre Fleaibacter peut étre considéré comme provisoire 
et devra étre révisé dés qu’on possédera une description plus com- 
plete des espéces quil renferme et que d’aulres souches auront E 
pu étre isolées et étudiées. <s 
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MODIFICATION DU POUVOIR PATHOGENE 
DE LA TOXINE DIPHTERIQUE PAR LA SALIVE 


par R. SOHIER et J. DEMARCHI (’). 


Au cours de recherches relatives au comportement de diverses 
bactéries dans la salive parotidienne et rendues possibles par 
Pobtention, a Vaide de l'appareil que l'un de nous a décrit avec 
Nabonne [4], de salive stérile, nous avons élé amenés a étudier 
Paction du produit de séerétion de la parotide sur la toxine diph- 
ltérique. Nous y étions conduits par les constatations de différents 
auteurs, concernant l’alténuation par la ptyaline des venins de ser- 
pents (Vehrmann [2]) et aussi de la toxine diphtérique (Carriére [8]); 
nous avons voulu préciser si la salive parotidienne (1) (et non pas 


la solution de ptyaline Merck utilisée par ces auteurs) atténuait Ja 


toxine diphtérique. En 1932 Istvan Bezi [4] avait bien rapporté des 
faits montrant absence de modification du pouvoir pathogéne de 
cette toxine par Ja salive totale, mais i] convient de remarquer que 
cet auteur utilisait une salive filtrée et appréciait le pouvoir loxique 
par injection intradermique. 

Nous avons commencé nos essais en 1944, mais Je manque 
d’animaux ne nous ayant pas permis de les réaliser immédiatement 
en assez grand nombre, nous avons allendu d’avoir réalisé divers 
controles de nos premiéres constatations avant d’en rapporter les 
résultats. 


TECHNIQUE UTILIsSEE. —- Le mode opératoire fut, a quelques_ 


variantes pres, le méme : 

Emploi d’une toxine diphtérique injectée 4 une dose se rappro- 
chant de Ja dose minima mortelle et autant que possible légérement 
inférieure. 

Emploi d’une salive parotidienne prélevée stérilement et utilisée 
soit immédiatement, soit aprés conservation, en ampoules scellées, 
au frigidaire. 

Mélange de la dose de toxine diphtérique diluée extemporané- 


(*) Société Frangaise de Microbiologie, séance du 4 mars 1948. 

(1) Il convient de remarquer que notre appareil 4 prélévement pro- 
cure une salive stérile comportant surtout la salive parotidienne, mais 
aussi, selon toute vraisemblance (et comme Je montre Ja légére visco- 
sité qu’elle présente), le produit de sécrétion de quelques glandes buc- 
cales situées autour de l’orifice du canal de Stenon. 
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-Lem® & 2,5 em? de salive parolidienne (2). Contact a la iempeératur 


. ‘du laboratoire ou a 37° pendant dix minules 4 quinze heures (G25 


Mélange témoin réalisé soit avec de leau physiologique (a pH 7, Be 
ou ayant le méme pH que la salive, soit 7,8-8,2) et ajouté en volume 
égal a celui de la salive, soit une solution tampon (pH 7,8-8,2). 

Injection sous-cutanée, a la racine de la cuisse, de cobayes pesés 
immédiatement avant lexpérience ct choisis de telle sorte que le 


poids ne différe pas de plus de 10 4 15 ¢. (lorsqu’ il y avait une 


différence de poids, le mélange témoin était toujours. injecté a 


Kanisnal le plus lourd). 
Les résullats de nos diverses expériences seront rapportés cl- 


~ dessous. | 


CONSTATATION D'UNE AUGMENTATION DU POUVOIR PATHOGENE 
DE LA TOXINE DIPHTERIOUE MELANGEE A LA SALIVE PAROTIDIENNE. 


Exp. 1 du 21 aodt 1944. — Cob. 8 (250 g.). Tox. di. au 1/300, 
1 cm*+sol. tampon 2 cm® [apres 2 h, de contact au bain-marie a 
37°] (4). Survie. 

Cob. 9 (250 g.). Tox. di. au 1/300, 1 cm’ + salive V... 2 cm* (méme 
contact). Mort le 24 aott (8° jour). Lésions locales importantes. Lésions 
générales caractérisliques. 

Gob: 10 (250 ¢.). Tox. di. au 1/300, 1 cm* + salive V... (contact 
6 h. au bain-marie a 37°). Mort le 24 aotit (8° jour). Grosses lésions 
locales hémorragiques. Lésions générales caractéristiques (5). 


Bap. 2 du 25 aovt 1944. — Cob, 11 (250 g.). Tox. di. 1/800, 0,7 + eau 
phys. 1 cm* (contact 6 h. & 37°). Survie, 

Cob. 14 (250 g.). Méme mélange injecté, mais contact 15 h. a 37°. 
Survie. ; 

Cob. 12 (250 g.). Tox. di. 1/300, 0,7 + salive R:.. 1 cm* (contact 
6 h. & 37°). Mort le 31 aodt (6° jour). Grosses Iésions locales hémorra- 


(2) L’impossibilité ott nous nous sommes trouvés plusicurs fois de 
ne pouvoir utiliser, pour toutes les expériences, des cobayes de'méme 
poids, nous a obligés & varier la dose injectée en tenant comple de ce 
facteur, el, le cas échéant, aprés essai préalable. 

(3) Le séjour & 37° était destiné inilialement & permettre action des- 
Iructrice de la ptyaline sur la toxine diphtérique. 

(4) Nous nous permettons d’abréger diverses données, Lire ; Pour 
Tox. di. 4 1/300 1 cm + sol. tampon 2 cm® (apres 2 h. contact au 
bain-marie A 387°) : injection sous-cutanée d’un mélange, resté en 
contact a 37°, pendant 2 h., de 1 cm* de toxine diphtérique pure diluée 
4 1/300 et de 2 cm® de solution tampon, 

Pour eau phys. : eau physiologique A 8/1.000. 

Pour cob. : cobaye. 

(5) Lésions de la toxi-infection diphtérique aigué expérimentale (con- 
gestion et hémorragies des capsules surrénales, épanchement pleural 
et ¢ventuellement péritonéal, etc.). 
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15 h, & 87°). Mort le 1% septembre (7° jour). Mémes constatations, sauf 
absence de foyers hémorragiques pulmonaires. bee 


Exp. 3 du 16 septembre 1944. — Cob. 15 (330 g.). Tox. di. 1/200, 


1 cm*® + eau phys. 2 cm® injecté immédiatement. Mort le 18 septembre 


(2° jour). 


Cob. 17 (330 g.). Tox. di. 1/200, 1 cm* + eau phys. 2 cm® (contact 4 


7h. &,37°). Survie. 


Cob. 16 (330 g¢.). Tox. di. 1/200, 1 cm?. Salive B... 2 cm? (contact 7 h. a 


37°). Mort le 18 septembre (2° jour). Grosses lésions locales nettemen 

plus importantes que chez le cobaye 15. 
Cob. 18 (330 g.). Salive B... 3 cm®. Survie. Aucune réaction ni Iésion 

au point d’injection. 


Eap. 11 du 18 décembre 1944 & 11 h. — Cob. 73 (255 g.). Tox. di, 
1/300, 0,8 + salive Lu... 0,25 cm® (injecté immédiatement). Mort le es 


15 décembre 4 0 h. 40 (86 heures). 

Cob. 74 (260 g.). Tox. di. 1/300, 0,8 + eau phys. 0,25 (injecté immé- 
diatement). Mort le 14 décembre 4 11 h. 30 (24 heures). 

Cob. 77 (230 g.). Tox. di. 1/300, 0,7 + sal. Lu... 1 cm (injecté immé- 
diatement). Mort le 14 décembre a 2 h. (27 heures). ; 


Cob. 78 (220 g.). Tox. di. 1/300 0,7 + eau phys. 1 cm? (injecté immé- 


diatement). Mort le 14 décembre ’ 16 h. (41 heures). 


Exp. 16 du 25 février 1947. — Cob. 147 (275 g.). Tox. di. 1/300, 
6,4 + eau phys. 1,5. Survie sans aucun amaigrissement. 


Cob. 148 (275 g.). Tox. di. 1/300, 0,4 + salive Le... (pH 8,4) 1,5 cm’. - 


Survie, mais amaigrissement de 37 g. le 5° jour, de 20 g. le 11° jour. 
_ Cob. 149 (280-g.). Tox. di. 1/300 + sol. tampon pH 8,4, 1,5 cm®. 
' Survie. Amaigrissement de 15 g. le 5° jour, de 5 g, le 11° jour. 


Exp. 17 du 24 septembre 1947. — Cob. 182 (270 g.). Tox. di. 1/300, 
0,5 + eau phys. 1,5 cm?’ (injecté immédiatement). Survie. 

Cobaye 184 (270 g.). Tox. di, 1/300, 0,5 + salive Ho.., 1,5 cm®* (injecté 
immédiatement). Mort le 30 septembre (6° jour). 


Les constatations faites au cours de ces diverses expériences 
peuvent se résumer comme suit : 
Lorsqu’on ajoute & une dose de toxine diphtérique, qui, diluée 


dans de l’eau physiologique et injectée par voie sous-cutanée au_ 


cobaye ne tue pas l’animal, de Ja salive parotidienne stérile non 
filtrée, son pouvoir pathogéne se trouve augmenté au point de 
provoquer la mort. 

Le phénoméne est constaté lorsque la salive ou leau physiolo- 
gique sont restés en contact avec la toxine diphtérique diluée de 
deux heures 4 quinze heures a 87° (exp. 1, 2, 38), mais également 
lorsque Vinjection est faite aussitol apres mélange (exp. 17). 


. 403° : 
7 Sie é ‘ t a a aN 
, lésions générales caractéristiques. = 


Cob. 13 (250 g.). Tox. di. 1/300, 0,7 + salive R.., 2 fan: (contact ; 


ie bd 


Es oe, ac ase SACS 225) : ue eee ue a 
“40h ~=-—=—S”~S*CANNNALLES. DED L'INSTITUT PASTEUR = 4 


oa 
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Lorsque la dose de toxine diphtérique est. trop forte, la mort de Re 
3 animal survient dans des délais a peu prés semblables, que la 
en toxine soit mélangée A de l'eau physiologique ou & de Ja salive | 
; (exp. 11). = 
Si la quantité de toxine est trop faible, on constate tout au plus 
un amaigrissement marqué de V’animal ayant regu le mélange 
-——- toxine + salive, alors que le poids des témoins ne varie pas 6u trés 
bigea pel exp» 26). ; abst 
Il convenait dés lors de préciser de quelle fagon agissait Ja 
-——s galive parolidienne. 


RECHERCHES SUR LE MODE D ACTION DE LA SALIVE. 


Se saree ee oe ae 


I. — On pouvait se demander si, dans les mélanges placés a 87° 
pendant quelques heures, la salive parotidienne n’agissait pas en 
évitant une allénualion de Ja toxine. 
On aurailt pu répondre négatlivement en tenant compte des 
résultats oblenus aprés injection immédiate du mélange (exp. 17), 
mais nous avons cru devoir procéder 4 une autre investigation. 


Exp. 5 du 28 septembre. — Cob. 27 (175 g.). Tox. di. diluée 4 1/350, 
chauffée 6 h. 4 37°, puis addition de salive Ro... 2,2 cm® et injection. 
Mort le 380 septembre (2° jour). Grosses lésions locales et générales 
caraclérisliques. 

Cob. 28 (175 g.). Tox. di. chauffée 6 h. a 37°, puis addition de 2,2 cm* 
d’eau phys. Mort le 6 octobre (8° jour). 


Si l’on rapproche cette constatation de celle faite dans l’expé- 
v. rience 8, on est conduit & admettre que s'il y a eu atténuation du 
Sage pouvoir pathogéne par séjour pendant six heures A 37°, la salive 
>. ajoulée immédiatement avant l’injection a joué son role renfor- 
ae caleur. Une autre hypothése peut étre envisagée, qui fait intervenir 
> les conditions de diffusion du poison a partir du lieu d’injection. 
et. If. — I] paraissait utile de rechercher si, en injectant sépar¢- 
Bees ment Ja salive et la toxine diphtérique, on obtenait Jes mémes 
Res résultats. 


* 
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aoe / Exp. 14 du 27 avril 1945. — Cob. CG 9 (215 g.). Injection de salive 

: ~ Au... 813 h. 40 et 3 h. 20 aprés (17 h.), au méme point, un mélange 

: de tox. di. 1/300, 0,4 et d’eau phys. 1,5 cm*. Survie, mais amaigrisse- 

ment important et lésions locales escarroltiques, Légére parésie des 

membres inférieurs. 

- Cob. G 10 (215 g.). Injection de Tox. di. au 1/300, 0,4 & 17 h., puis 

% lh. aprés (18 h.), au méme point, de 1,5 cm’ de salive Au... Mort le 

7a 3 mai (7° jour). Lésions locales peu importantes par rapport & celles 

oon nolées chez les autres animaux. 

“ Cob. C 11 (225 g.). Tox. di. 1/300, 0,4 + salive Au... 1,5 cm*. Survie, 

. mais lésion locale importante 

, Cob. C 12 (220 g.). Tox. di. 0,4 + eau phys, 1,5 em. Survie, mais 
lésions locales assez importantes. 
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Exp. 15 du 22 mai 1945. — Cob. G 18 (175 g.). Salive Cuc... 1 cm? 4 
a 15h. 45 puis 1 h. 15 aprés (17 h.), au méme point, tox. di. 1/320, Z Pas 
: 0,4. Mort le 18 juin (26° jour). | Re 
= Cob. G 14 (175 g.). Tox. di. 1/320, 0,4 + eau phys. 1,5 cm3. Survie. ae 
_ Cob. 15 C (180 g.). Tox di. 1/320, 0,4 + salive Guc... 1,5 cm®. Survie. Be 
: Cob 16 C (180 g.). Tox. di. 1/320, 0,4 4 17 h., puis une heure aprés a 
3 (18 h.), au méme point, salive Cuc..., 1,5 cm*. Mort le 31 mai (9° jour). a 
toe) WoW 
De ces deux expériences (qui certes gagneraicnt A étre complétées ea 
par d'autres essais), il ressort que les doses de toxine diphtérique = ‘Td 
2 injectées en mélange avec de l’eau physiologique ou avee de la ‘ate 
| salive, ou introduites seules, une 4 trois heures avant l’injection aan. 
au méme point de salive parotidienne, n’ont pas provoqué la mort, 
alors que par deux fois l’injection successive & une heure d’inter- 
valle de Ja toxine, puis de la salive, a été suivic du décés de 
Panimal. 
IiI. — Nous avons tenlé de préciser a quelle fraction de la 
salive parotidienne on devait rapporter le phénomeéne constaté. 
Essai pratiqué avec de la salive chauffée. : 


Exp. 4 du 21 seplembre 1944. — Cob. 20 (255 g.). Tox. di. 1/300, 
1 cm? + 2 cm? salive Ro; (contact 7 h. & 37° avant injection). Mort 
le 25 septembre (4° jour). : 

Cob. 21 (225 g.). Tox di. 1/300, 1 cm? + 2 cm? salive Ro... préalable- 
ment chauffée & 70° pendant 15 minutes (contact 7 h. a 37° avant 
injection). Mort Je 24 septembre (8° jour). 

Cob. 22 (248 g.). Tox. di. 1/300 + 2'cm? eau phys. (Contact 7 h. a 


37° avant injection). Survie. oF 
Le chauffage pendant un quart d’heure 4 70° ne modifie pas “aed 
Vaction de la salive parotidienne sur la toxi-infeclion expérimen- aye 
tale du cobaye. es 
ae 

Essai cherchant a préciser Vinlervention d'une mucine. ae 
Nous avons utilisé, ne pouvant mettre en ceuvre d'autres as 


méthodes, le produit d’extraction par l’alcool de la salive obtenu 
comme suit : Addition 4 1 volume de salive de 3 volumes d’alcool 
a 95°. Centrifugation. Reprise du culot muqueux par de l'eau dis- 
tillée. Cette extraction donne un produit opalescent, visqueux (6). 


or 


(6) On pourra objecter que le produit ainsi obtenu ne représente pas 
exclusivement la mucine salivaire. Nous avons pu y déceler la présence 
de mucine par la réaction de Molisch et par constatation de Ja réduction 
de Ja liqueur de Fehling aprés hydrolyse. 

Nous désignerons désormais par le terme « produit muqueux » 
cet extrait alcoolique. On pourra s’étonner que nous admettions la pré- 
sence de mucine dans la salive parotidienne. Cela tient & ce que notre 
méthode de prélévement (cupule entourant de quelques millimetres 
Vorifice du canal de Sténon) doit donner également le produit de sécré- 
tion des glandes buccales. 
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Exp. 8 du 20 octobre 1944. — Cob. 45 (285 g.). Tox. di. 1/300, 0,4 cm? 


+ 2 cm* produit muqueux salivaire (extrait alcoolique provenant de , : 
8 cm* de salive Ro... repris dans 2 cm* d’eau distillée) [contact 6 h. _ 
A 37° avant injection]. Survie, mais réaction locale moyenne ; parésie 

= du train postérieur et amaigrissement (de 50 g. le 18 novembre, soit 
1 mois). . 


Cob. 46 (287 g.). Tox. di. 1/300, 0,4 cm*® + 2 cm® salive Ro... (contact 
6 h. & 87° avant injection). Survie, mais grosse réaction locale, parésie 
du train postérieur, amaigrissement important (87 g. le 18 novembre, 
‘soit apres un mois). 

Cob. 47 (270 g.). Tox. di. 1/300, 0,4 + 2 em® de solution tampon 
(contact 6 h. & 87° avant injection), Survie. Réaction locale légére, pas- 
sagére. Aucune parésic. Poids normal (a repris 50 g. le 18 novembre, 
soil aprés 1 mois). 


¥ Exp. 9 du 4 novembre 1944. — Cob. 61 (365 g.). Tox. di. 1/300, 1 cm* | 
+ 2 em® salive Luc... (contact 30 minutes d la température du labo- 
ratoire. Mort le 7 novembre (8° jour). Lésions locales trés importantes, 
OFdéme, hémorragies. Lésions générales caractéristiques. 
- (Cob. 62 (360 g.). Tox. di. 1/300, 1 cm* + 2 cm*® cau phys. (contact 
30 minutes & Ja température du laboratoire). Survie. 
— Cob. 63 (360 g.). Tox. di. 1/300, 1 cm*'+ 2 cm*® de produit muqueux 
salivaire (extrait alcoolique provenant de 3 cm® de salive Luc... trailée 
par 10 cm?® d’alcool ; centrifugée et reprise par 2 cm*® d’eau distillée). 
; Mort le 12 novembre (8 jours). Lésions locales hémorragiques, coedéme 
léger. Pas de lésions générales caractéristiques (surrénales normales, 
pas d’épanchement pleural ni péritonéal). 


Ainsi le produit muqueux oblenu en traitant la salive par l’aleool 
et en reprenant le culot de centrifugation par lVeau distillée pro- 
voque, en mélange avee la toxine, un effet & peu pres comparable 
(exp. 8) ou légérement inférieur (exp. 9) a la salive telle qu’elle 
est sécrétée, 

IV. — Nous avons voulu comparer l’action de la salive, recueillie 
par notre méthode et stérile, mais qui n’est relativement pas riche 
en mucine (encore que des variations s’observent selon les indi- 
vidus), et celle de Ja salive totale non stérile. 


Bs? Brp. 10 du 18 novembre 1944. — Cob. 66 (250 g.). Tox. di. 1/300, 0,7 
= + filtrat de salive totale de Luc... 2 cm* (contact 15 minutes), Mort le : 
t 7 décembre (19° jour). 
a Cob. 67 (250 g.). Tox. di. 1/300, 0,7+eau phys. 2 em® (contact 15 
2 minutes). Survie. 


Cob. 69 (250 g.). Tox. di. 1/300, 0,7 + 2,5 de produit muqueux sali- 
vaire (extrait alcoolique de 5 cm* de salive Luc... repris par 2,5 em* 
d’eau distillée) [contact 15 minutes]. Mort le 20 novembre (2° jour). 
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Cob. 70 (225 g.). Tox. di. 1/300, 0,7:+ salive parotidienne L 
2 cm (contact 15 minutes). Mort le 20 novembre (2° jour). 


_ Cob. 71 (260 g.). Tox. di. 1/300, 0,7 + salive totale Luc... non filtrée 
(contact 15 minutes). Mort le 23 novembre (5° jour). ‘ 


_ La salive totale non fillrée (7) augmente le pouvoir pahogéne | 


de la toxine diphtérique, sensiblement de la méme facon que la 


salive parotidienne ct que le produit muqueux d’extrait de cette 


derniére. La salive totale filtrée a un effet notablement inféricur. 
V. — Nous avons tenté de comparer l’effet de la salive et d’une 
mucine intestinale utilisée habituellement pour l’activation du pou- 


voir pathogéne des hactéries. 
Nous avons employé, pour ce faire, la « granular mucine » (8), 


dont nous avons préparé une suspension a 5 p. 100 dans Veau om 
physiologique .ajustée & pH 8, stérilisée & Vautoclave. Il y a lieu 
de noter que ce produit était notablement plus épais et muqueux — 


(autant qu’on puisse en juger par l’aspect et le comportement des 
deux liquides, dix fois plus environ) que la salive parotidienne. 
Les résultats ont été les suivants : 


id 
Exp. 12 du 27 décembre 1944. — Cob. 85 (195 g.). Tox. di. 1/300, 
0,4 + eau phys. 2 cm?® (injection de 2,2 cm*® du mélange). Mort le 
3 janvier (7° jour). : 
Cob. 88 (210 g.). Tox. di. 1/300, 0,6:+ mucine intestinale 2 cm? 
Gnjection de 2,7 cm? du mélange). Mort le 2 janvier (6° jour). 
Cob, 89 (220 -2.). Tox. di. 0,6 + salive parotidienne Luc... 2 em®. 

Mort le 30 décembre (8° jour). 


Exp. 13 du 27 aott 1945. — Cob. 95 (225 g.). Tox. di. 1/300, 0,65 
+ mucine (ajustée 4 pH 8) 1,5 cm. Mort Je 31 aotit & 6 heures (4 jours 
et 7 h.). 
_ Cob. & (225 g.). Tox. di. 1/300, 0,65 + eau phys. (pH 8,2) 1,5 em*. 
Mort le 4 septembre (8 jours). 

Cob, 97 (230 g.). Tox. di. 1/300, 0,65 + salive Mel... (pH 8) 1,5 cm’. 
Mort Je 31 aotit (4 jours et 3 heures). é 


Ezp. 17 bis du 24 septembre 1947. — Cob. 182 (260 g.). Tox. di. 1/300, 
0,5 + eau phys. 1,3 cm’. Survie. 


(7) On remarquera qu’il s’agit d’un produit contenant le plus sou- 
vent de nombreux germes qui peuvent modifier les données de l’expé- 
rience, alors que la salive parotidienne et buccale que nous avons 
employée est un produit pur et stérile. Nous n’avons pu, malgré divers 
essais, obtenir de salive sous-maxillaire stérile. 

(8) Nous remercions vivement le médecin lieutenant-colonel Pages, 
qui nous a trés aimablement procuré cette mucine, alors qu’il se 
trouvait aux U.S.A. pour y représenter le Service de Santé Militaire. 
Il s’agit de la « granular mucine » type 1701 W. Wilson and C° Inc. 
Chicago, broyée dans de l’eau physiologique en suspension d 50 p. 100, 
ajustée & pH 7,8-8 et stérilisée. 
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Cob. 183 (260 g.). Tox. di. 1/300, 0,5 + eau phys. 1,5 cm*. Survie. 

Cob. 184 (270 g.). Tox. di..1/300, 0,5 + salive Ho... 1,5 cm‘*. Mort le 
30 septembre (3° jour). 

Cob. 185 (280 g.). Tox. di. 1/300, 0,5 + salive Tu... 1,5 cm’. Mort 
le 29 septembre (2° jour). 

Cob. 186 (250 g.). Tox. di. 1/300, 0,5:.4+ mucine inteslinale diluée 
au 1/4 1,5 cm. Mort le 1° octobre (4° jour). 

Cob. 187 (260 g.). Méme essai, mais avec mucine diluée a 1/2. 
Mort le 2 octobre (5° jour). 


Les cobayes ayant regu un mélange de toxine diphtérique et de 
mucine intestinale sont morts dans des délais beaucoup plus courts 
que ceux auxquels avait été injectee de la toxine diluée dans de 
l'eau physiologique. Le mélange toxine diphtérique et salive a pro- 
voqué les mémes elfels que la mucine. dans un cas (exp. 138), mais 
une mort plus rapide dans les autres cas (exp. 12 et 17 bis). 

Le produit extrait de la muqueuse imtestinale utilisé avait une 
leneur en mucine beaucoup plus grande que la salive et a eu a 
peu pres la méme action a diverses dilutions, dont la plus faible 
représentait encore un produit beaucoup plus « muqueux » que 
la salive parotidienne et buccale. 


Essa D’ INTERPRETATION DES FAITS. 


Aprés examen des diverses hypothéses pouvant expliquer les 
fails rappelés ci-dessus, on est conduit a retenir surtout celles fai- 
sant intervenir les modalités de diffusion de la toxine diphtérique. 
On aurait pu admettre, d’aprés certaines expériences dans _ les- 
quelles la toxine était laissée en contact quelques heures avec la 
salive, d’une part, et ’eau physiologique, d’autre part, que le pro- 
duit de séerétion de la parotide empéchait une alténuation in vitro 
du pouvoir pathogéne du poison, mais les essais réalisés avec des 
mélanges injectés aussitot aprés leur préparation et qui ont donné 
des résultats analogues, laissent & penser que d’autres éléments 
interviennent. 

Il semble en effet que, du fait de son mélange avec la salive, 
la toxine diffuse beaucoup plus rapidement dans l’organisme du 
cobaye et provoque de ce fait des lésions graves des différents 
appareils ou organes sensibles. 

Or, si l’on se reporte aux travaux de ces derniéres années, rela- 
lifs 4 la pathogénie de la toxi-infection diphtérique et au déter- 
minisme des formes dites « malignes », on constate que 1’étude 
des facteurs de diffusion de Ja loxine y trouve une place non 
négligeable. On ne saurait discuter, depuis les mémorables travaux 
de Roux et Yersin, que la gravité de la diphtérie soit conditionnée 
par la quantité de toxine produite 4 partir de la lésion locale et 
diffusée dans Vorganisme. Elant donné que cette toxine produite 
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: “in-vitro bat: « une » dans sa constitution et son pouvoir pathogéne, 
on a pensé qu’il fallait tenir compte des variations de la toxigénése | 
non pas tant tn vitro (ot le bacille se trouve dans des conditions 
de vie en quelque sorte artificielle), mais in vivo. D’ot mise au 
point de techniques destinées A apprecier le « pouvoir pathogene 
essentiel » (Ramon, Debré et Thiroloix [5}), ou aptitude a la toxi- 
génése in vivo. On devait constater des différences assez notables, 
pouvant expliquer les degrés variables de gravité et Mueller en par- 
licuher admettait que la quantilé de poison produite pouvait varier 


avec le « terrain » sur lequel se développait le germe. 4 eT ee 
Par ailleurs, lidentification des types « gravis », « mitis »,. 


« intermedius » conduirait A la constatation de différences de com- 


portement notables de ces types dans les tissus infestés. On notait 


spécialement l’importance, la diffusion et le caractére particulier 
des lésions locales avec les souches « gravis » (Robinson (J.) et 


Ve 


Marshall (P.) [8]; Orskoy, Andersen et Poulsen {9}. Mais tout 


cela n’excluait pas le réle de facteurs locaux intervenant dans la~ 


diffusion du poison. 


. Parmi les recherches effectuées dans ce sens, trouvent place 
celles concernant, d’une part, des facteurs de diffusion inhérents 
au germe ou a des bactéries associées, et d’autre part ceux dépen- 
dant des tissus dans lesquels il végéte. Pour les premiéres, 
O'Meara [6] a admis que la toxine diphtérique était composée 


de deux facteurs dont la quantité relative varie selon lorga-— 


nisme infesté. Un de ces facteurs serait analogue aux facteurs 
de diffusion tels que les a décrits Duran-Reynals [7] et en parti- 
culier modifierait Ja perméabilité du tissu conjonctif. Toutefois 
Me Clean [40], étudiant 50 souches de bacilles diphtériques, cons- 
tate que quelques-unes seulement ont un facteur de diffusion d’acti- 
vité modérée. 

En ce qui concerne le rdle des bactéries associées, Guarna et 
Schiavini [44] étudient action de germes trouvés en méme temps 
que le bacille diphtérique dans les lésions (streptocoque, W. per- 
fringens, staphylocoque) et constatent que la toxine slaphylococ- 
cique pourrait jouer un role, fait relenu également par Arrigo 
Galeotti Flori [42). 

Quant aux investigalions relatives aux facteurs tissulaires, elles 
ont été de divers ordres. Duran Reynals [48] d'une part, Boyland 
ct Mc Clean [414], d’autre part, appréciant V’importance de la 
lésion locale, ont éludié et montré l’accélération du passage de 
la toxine diphtérique 4 partir de son centre de pr oduction par des 
facteurs de diffusion constitués par des extraits de tissus. Les 
recherches de Guarna et Schiavini [44], effectuées dans le but de 
lrouver un facteur de diffusion dans le sérum, au cours de la 
diphtérie maligne, bien qu’ayant été positives, conduisent ces 
auteurs a admettre cependant que d’autres éléments intervenaient. 
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extrails lesticulaires. Si les animaux mouraient dans des délais a 


peu pres identiques a ceux constatés pour les témoins, par contre 
les lésions caractéristiques de Ja toxi-infection diphtérique et sur- 
tout les désordres locaux élaient beaucoup plus importants (cedéme 
envahissant, hémorragies) chez les cobayes ayant regu le mélange 
toxine-extrait testiculaire. Par ailleurs, cherchant a vérifier Phypo- 
these de Pacchioni [45], selon laquelle la toxine diphtérique agirait 
comme un ferment désintégrant les Ussus et formant une « histo- 
toxine », A. Galeotti Flori [42] procéde a divers essais qui Vame- 
nerent & conclure que la loxine ne parail pas trouver dans le 
tissu amyedalien les conditions de formation de cette hypothélique 
« histo-toxine ». Mais, tenant comple des constatations — cli- 
niques et des modifications du Ussu  conjonclif accompa- 
-gnant les diphtéries malignes ect conditionnant, selon» tui, 
avec les adénopathics, le cou dit « proconsulaire », cet autour 
maintienl son point de vue et conclut a Vintervention de facteurs 


lissulaires individuels pouvant modifier Vaction enzymatique des. 


mésomucinases bactériennes dans le déterminisme de la diphteérie 
maligne, 

Sans aller jusqu’a transposer Jes fails nolés dans notre expéri- 
mentation faite chez le cobaye, en pathologie humaine, on peut se 
-demander si le milieu buecal el en particulier la salive, ne peut 
inlervenir pour une part dans certains cas, du fait de la quantité 
el aussi de la qualité de la mucine quelle contient. 

Méme si une telle hypothése n’était pas retenue, il semble que 
les fails que nous avons observés puissent élre pris en considé- 
ration. Si on a obltenu des processus de diffusion de germes et 
éventuellement de toxines avec des produits extrails de divers tissus, 
mais dans des conditions qui ne paraissaient pas pouvoir étre réali- 
sées au cours d'infections spontanées, si on a observé Vaugmen- 
tation du pouvoir pathogéne de germes divers en les injectant 
mélés 4 de la mucine intesunale, dans le péritoine de la souris, 
nous n’avons pas connaissance qu'un effet semblable ait élé cons- 
talé avee Ja sécrétion glandulaire présente normalement lA ott le 
germe peut végéler et se développer pour créer des lésions. 

Nous ne saurions ignorer qu'il sera nécessaire de compléter 
celte expérimentation, d’étudier (ce que nous avons déja fait en 
partie) le résultat des injections intradermiques de toxine diphté- 
rique et de salive, de reprendre les essais par yoie sous-culance, 
non plus avec la toxine, mais avee des bacilles diphtériques. Mais 
nous avons cru pouvoir rapporter dés maintenant ces premiers 
résultats. 


SN RESUME : Une dose de toxine diphtérique non mortelle pour 
le cobaye lorsqu’elle est diluée dans de Veau physiologique, peut 


Arrigo Galeotti Flori [42] procéda a ‘de nouvelles expériences — A 
en injectant & des cobayes de la toxine diphtérique mélangée & des 
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provoquer, par injection sous-cutanée, la mort du cobaye lors- 
qu'elle est mélangée avec de la salive pure, stérile et non filtrée 
provenant de la parotide et vraisemblablement aussi des glandes 
buccales. 

L’effet est le méme, que le mélange salive-toxine ait été laissé 
a 37° ou a la tempéralure du laboratoire plusieurs heures ou qu’on 
lait injecté immédiatement aprés sa préparation. 

Quand on injecte séparément au méme point la toxine et la 
salive, l’augmentation du pouvoir pathogéne ne semble réalisée que 
lorsque cette derniére est injectée aprés la toxine. 

Pour les expériences faites en injectant le mélange, on obtient 
sensiblement les mémes résultats avec la salive prélevée par notre 
méthode et chauffée a 70° et avec le produit muqueux extrait de 
celle-ci par l’alcool, avec la salive totale mais non filtrée, enfin avec 
une mucine intestinale, mais 4 condition qu’elle soit beaucoup plus 
concentrée que la mucine salivaire, 

On serait conduit 4 admettre aprés examen des faits constatés 
et des travaux relatifs aux facteurs intervenant dans le détermi- 
nisme de la toxi-infection diphtérique, que la salive agit comme 
un facteur de diffusion de la toxine. 
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ming : Am. J. med. Sciences, 1946, 241, 374. 
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COMMUNICATIONS (SUITE ET FIN) 


MORPHOLOGIE ET DIMENSIONS 
DE UAGENT ETIOLOGIQUE DE LA TULAREMIE 
OBSERVE AU MICROSCOPE ELECTRONIQUE 


par J. GIUNTINI et G. GIRARD. 


Classé par certains auteurs, et ce sont les plus nombreux, comme 
Bacterium, par d’autres comme Pasteurella, considéré en Angleterre 
comme Brucella, le microbe de la tularémie attend toujours une place 
fixe dans la systématique bactérienne. 

Ces trois dénominations, avec la confusion qu’elles provoquent, sont 
légitimées par les caractéres du microorganisme, Mc Coy et Chapin 
en font un Bacterium, dés son isolement en 1911, d’aprés sa morpho- 
logie ; on peut en discuter. Les lésions qu’il détermine ne sont pas 
sans analogie avec celles de la peste et des septicémies hémorragiques ; 
Ja tularémie n’est-elle pas appelée « pseudo-peste » des rongeurs ? 
Comme au surplus, le germe affecte souvent, malgré un certain poly- 
morphisme, l’aspect cocco-bacillaire dans les organes et dans le sang, 
on en fait une Pasteurella. Les photo-micrographies de P. Jeantet qui 
illustrent l’article de E. Dujardin-Beaumetz sur la tularémie dans le 
traité de microbiologie de Nattan-Larrier appuient cette conception. 
Puis l’on découvre des agglutinines communes aux agents de la tula- 
rémie et des brucelloses dans le sérum de l’homme et des animaux 
atteints de l’une ou l’autre maladie, et on les réunit dans le genre 
Brucella, Cette parenté tendrait 4 étre encore plus intime depuis les 
recherches de J. Budding et F. Womack (1), qui ont décrit un pro- 
cessus identique d’infection de l’embryon de poulet avec les deux 
germes, processus par ailleurs différent de celui que détermine l’infec- 
tion par Pasteurella pestis chez ce méme embryon. 

W. Hesselbrook et L. Foshay (2), dans un important travail qui 
porte sur 43 souches de tularémie, décrivent et représentent une mul- 
titude d’éléments aux formes les plus diverses et les plus inattendues ; 
cocci, globules, bacilles plats ou cylindriques, des éléments filamen- 
teux pourvus d’une épaisse membranne périphérique, d’autres puncti- 


(1) J. Buppinc et F. Womack, J. exp. Med., 1941, 85, 213. 
(2) W. Hessersroox et L. Fossay, J. Bact., 1945, 49, 209. 
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formes et filtrant 4 travers les bougies poreuses. Devant ces consta- 
tations, ils se refusent 4 maintenir Vagent de la tularémie dans les 
Pasteurella ou les Brucella et reltiennent provisoirement la dénomina- 
tion de Bacterium tularense jusqu’dA ce que ce germe trouve dans un 
autre genre une place plus conforme A sa morphologie, le terme 
« tularense » devant toutefois étre gardé comme spécifique de l’espéce. 

De son célé, R. Tovar (3) qui a mis au point pour la culture du 
microbe de la tularémie un milieu dépourvu de sang et de sérum 
n’observe pas un pareil polymorphisme. Dans son milieu, Tovar ne 
voit que des formes cocco-bacillaires. 

Devant ces contradictions, on peut se demander si les interpréta- 
tions d’Hesselbrook et Foshay, basées principalement sur des examens 
de cultures sur milieu de Francis (agar-sang) ne seraient pas en partie 
faussées par de nombreux débris provenant généralement de matériel 
contenant du sang et par le fait que les images de particules peu 
denses et voisines du pouvoir séparateur du microscope oplique sont 
trés mal définies. Par ailleurs, un travail de H. T. Eigelsbach, 
L. A. Chambers et L. L. Coriell (4) effectué au microscope électronique 
confirme en partie les aspects trés divers décrits par Hesselbrook et 
Foshay. 

Il nous a donc paru intéressant de revoir au microscope électronique 
ce microorganisme en traitant les préparations par évaporation d’or 
sous vide, la projection se faisant sous un angle de 12° afin que la lon- 
gueur de l’ombre soit cing fois la hauteur de la particule. Ce procédé, 
qui permet de déterminer avec beaucoup de précision le relief et la 
forme des germes, n’a pas été employé par les auteurs précités. Nous 
avons pu ainsi déduire de ]’examen des images obtenues que ce microbe 
se présente sous forme de cocci arrondis et plats, de structure 
complexe, pourvus d’une membrane périphérique. Cette trés faible 
épaisseur explique peut-étre leur grande sensibilité aux ultra-sons (4). 

Préparation. — Nous avons examiné deux souches, une avirulente 
et une pathogéne pour l’homme et les animaux, cultivées sur milieu 
solide (gélose nutritive-cystine-glucose + sang ou extrait globulaire). 
Les résultats obtenus ont toujours été identiques morphologiquement. 
La technique de préparation est la suivante : 

Une petite quantité de culture sur gélose est prélevée a l’anse et 
mise en suspension soit dans 15 cm* d’eau salée physiologique, soit 
dans 15 cm? d’eau distillée, puis une micro-goutte est déposée sur la 
membrane en collodion des diaphragmes porte-objet. Le séchage est 
fait de différentes facons, a l’air libre, sous vide ou directement sous 
le rayonnement d’une lampe A ultra-violet. Toutes les préparations 
aprés séchage sont exposées quinze minutes aux radiations U. V. pour 
étre ensuite manipulées sans danger. Les suspensions en eau _physio- 
logique sont, aprés dessiccation et irradiation, lavées 4 l’eau distillée 
de facon a éliminer les cristaux de chlorure de sodium. 

Description des micrographies électroniques présentées dans les 
figures 1 & 5. — Images n° 1 et 2. Grossissement : 12.000 x, tension 


(3) R. Tovar, Rev. Inst. Salubr. y Enfermed. Trop., 1945, 6, 181. 
(4) H. T. Escerssacu, L. A. Cuampers et L. L. Corietz, J. Bact., 1946, 52, 


180. 


414 ANNALES DE L°INSTITUT PASTEUR 


Explication des micrographies électroniques 
de /’. /ularense de le planche : 


Images n° 1 it 5. tos ee ee ow « Souche non pathogeéene. 

Images n° 4 et 2. po ee sh sy oe) MOTOS ee 

Image n° Ait aah Asdnistthe as: a@noge: sald 000s 

Ima.es n° 4 et 5. due “Gross: : 40,000, 

Images n°»: 0:92, ....Viesesy. 4. Dae. Bouche pathoyene. 

Images n° 6, 7, 8. - ++... Images négatives. Gross. : 20.000. 
Image n° 9, -. «+. Image positive. Gross. : 20.000. 
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accélératrice des électrons 65.000 volts. Souche non pathogéne. Ces 
images assez floues sont obtenues directement sans métallisation a 
Vor. Les colonies semblent avoir l’aspect de staphylocoques dont les 
éléments auraient des dimensions variables (250 my 41,5 y). La struc- 
ture interne peu visible manque de contraste a 65.000 volts, elle est 
beaucoup plus apparente 4 40.000 volts. Ce fait est dd aux cocci qui 
sont plats et trés minces, mais que seule la métallisation va nous 
révéler en nous permettant d’évaluer 1’épaisseur avec précision par 
Vombre portée. 

N° 8. Grossissement : 18.000 x, tension 65.000 volts, métallisation 


Fic. 14. — Formes diverses de P. tularense. Images positives. 
Original ; Gross. 20.000 réduit 4 13.500 pour la reproduction. 


a lor. Image négative, culture sur gélose a l’extrait globulaire. Cette 
image nous montre des cocci de 0,6 y, de diamétre, plats (sans ombre 
portée), avec une structure interne peu visible. 

N°s 4 et 5. Grossissement : 10.000 x, tension 65.000, méme technique 
que précédemment, culture sur gélose sang, mémes formes qu’au n° 3 ; 
on distingue des divisions cellulaires. Une petite particule étrangére 
de forme sphérique légérement aplatie projette une ombre trés nette. 

Les figures 6 4 14 montrent des images obtenues aprés métallisation 
d’une souche pathogéne. Le milieu de culture est A 1’extrait globu- 
laire, la tension accélératrice des électrons est 45.000 volts, tension 
plus favorable pour l’examen des structures internes de particules 
irés minces. Grossissement : 20.000 x. 

Les images 6, 7 et 8 sont des négatifs sur lesquels on apercoit mieux 
le relief, les n° 9, 10, 11, 12, 138, 14 sont des positifs. Les cocci 
présentent en général une belle structure interne, possédent toujours 
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une membrane avec une matiére plus ou moins dense a 1|’intérieur ; 
leur diamétre varie de 0,3 y, a1 y. 

De toutes nos observations, nous pouvons conclure que l’agent de la 
tularémie se présente communément sous forme de cocci de diamétre 
moyen 0,5 y, cependant quelques éléments de tailles trés différentes 
se rencontrent dans les préparations, éléments soit trés petits, de 
150 my, 4 350 my, (que l’on sait passer a travers les bougies filtrantes), 
soit trés gros, allant jusqu’A 1,5 y, et 2 y. Le mode de reproduction 
par division binaire des cellules parait habituel. 

Nous ne pensons pas que les éléments aux formes bizarres, filamen- 
teux, en batonnets, etc., décrits par certains auteurs, soient autre 
chose que des débris de cellules bactériennes. 

Nous avons observé a l’intérieur des cellules une structure trés nette 
composée d’éléments de grande densité électronique. La membrane 
périphérique se distingue généralement sur les microbes non lysés, 
elle est trés fine et l’on peut apercevoir le support en collodion par 
transparence. 

En résumé: L’agent de la tularémie est un coccus qui, pris iso- 
Iément, se présente sous l’aspect d’un disque plat (peut-étre lenti- 
culaire) et bien rond, sans capsule ni cils. En colonie, ses bords se 
déforment en s’accolant les uns aux autres pour former une sorte de 
dallage : il devient alors hexagonal plus ou moins allongé, son dia- 
métre moyen étant 0,5 y,. 

A moins qu’un genre nouveau ne soit un jour créé dans lequel l’agent 
de la tularémie sera intégré, nous estimons que son maintien dans les 
Pasteurella est la solution qui s’accorde Je mieux avec son aspect mor- 
phologique et son comportement pathogéne. 


(Institut Pasteur. Service des Virus et Service de la Peste.) 


Les communications suivantes paraissent ou paraitront en Mémoire 
dans les Annales de l’Institut Pasteur : 


Renforcement du pouvoir pathogéne de la toxine diphtérique 
par la salive parotidienne, par R. Sonrer et R. Demarcut. 


Activité monocytogéne des vieilles suspensions lysées de 
bacilles tuberculeux morts, par F. Van Deinssz, J. Sonomipis et 
M¥e M. Harrronorr. 


Recherches sur la gélification des protéines. II. Action de la 
température sur la gélification par les bases et les acides 
minéraux forts, par E. Barsu et M. Macuesosur. 


Culture sur membranes plastiques en milieu liquide de diffé- 
rents tissus (tissu nerveux et mésenchymateux), par G. Barsxk1 
et J. Maurin. 
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Séance du 8 avril 1948. 


Présidence de M. GastTINEL. 


PRESENTATION D’OUVRAGE 


M. Lépine : J’ai l’honneur de présenter A la Société francaise de 
Microbiologie l’ouvrage de M. C. Levaditi, La streptomycine et ses gppli- 
cations thérapeutiques, qui vient de paraitre aux Presses documentaires. 
Cette monographie, richement illustrée, condense en 200 pages 1’en- 
semble de nos connaissances microbiologiques, expérimentales et cli- 
niques concernant 1’Actinomyces griseus et son antibiotique, la strep- 
tomycine, découvert en 1944 par S. A. Waksman. Cet antibiotique, 
dont la formule chimique est maintenant connue, agit curativement 
dans bon nombre d’infections ot la pénicilline est inopérante. En outre, 
il se révéle bactériostatique et bactéricide 4 l’égard du Mycobacterium 
tuberculosis, et cela non seulement in vitro, mais encore dans 1’orga- 
nisme tuberculisé humain ou animal. 

L’évolution du probléme de la streptomycine est sur le point 
d’atteindre son point culminant. Les travaux qui le concernent sont 
innombrables (l’ouvrage de M. Levaditi comporte 334 citations biblio- 
graphiques). Ils ont été effectués pour la plupart aux Etats-Unis, mais 
la France n’est pas restée étrangére & cet apport, et la streptomycine 
est maintenant distribuée, aux fins d’études cliniques, 4 de nombreux 
centres. Les résultats accumulés dans ces centres viennent 4 peine d’étre 
publiés ; ils trouvent une place de choix dans la monographie de 
M. Levaditi qui y a ajouté également ses travaux personnels effectués 
4 l’Institut Alfred-Fournier en collaboration avec M. A. Vaisman et 
Me J. Henry, travaux se rapportant a des questions telles que 1’élabo- 
ration de la streptomycine in vitro, son mode d’action, ses effets théra- 
peutiques considérés sur le plan expérimental, etc. 

Le livre comporte 17 chapitres dont l’ensemble est des plus impor- 
tants en raison de ]’intérét particulier qu’offre l’actualité du probleme 
et les applications de la streplomycine en thérapeutique humaine, en 
particulier dans la tuberculose. 

Les recherches sur la streptomycine sont en voie d’évolution rapide. 
L’exposé s’arréte en décembre 1947, mais de nombreuses et intéressantes 
questions ont été étudiées depuis. On doit considérer cet ouvrage comme 
marquant une étape dans la marche, constamment ascendante, de 
découvertes dont l’avenir est plus que prometteur. 

Ce volume intéressera tous les microbiologistes que le sujet « strepto- 
mycine » ne laisse pas indifférents et, en premier lieu, les phtisiologues, 
pour qui la lutte contre la tuberculose se poursuit sur le terrain du 
laboratoire parallélement a celui de la clinique. 
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COMMUNICATIONS 


SUR UNE METHODE RAPIDE D'OBTENTION 
DES CORPS ELEMENTAIRES A L'ETAT PUR 


par P. ATHANASIU. 


Les « corps élémentaires » de Paschen (1) ont fait l’objet d’études 
approfondies depuis leur découverte et depuis que Borrel (2), appliquant 
sa méthode de surco!oration 4 l’étude du Molluscum contagiosum, de 
l’épithélioma contagieux des oiseaux et du filtrat claveleux, affirma que 
ces granulations arrondies et réguliéres représentaient vraisemblable- 
ment l’agent étiologique. 

Uliérieurement, la préparation des corps élémentaires 4 l'état pur, 
par centrifugation, a été le sujet de nombreux travaux [Craigie et 
Wishart (8), Parker et Rivers (4), Nagler et Rake (5), etc.]. Tous ces 
auteurs ont réussi, en partant de crodites (vaccine, variole, varicelle), 
4 préparer le virus a ]’état pur et en quantités assez abondantes. 

Ce sont encore des méthodes de centrifugation, simple ou associée a 
l’action des ferments, qui ont servi pour obtenir des corps élémen- 
taires 4 partir de membranes chorio-allantoides infectées [J. Smadel 
et M. Wall (6)]. Mais toutes ces méthodes exigent des centrifugations 
et des lavages répétés (Parker et Rivers), ou au minimum deux centri- 
fugations [Vincent Groupé, G. Rake (7)], et en tout cas nécessitent ad 
Vorigine une grande quantité de matériel infectieux. 

C. E. Van Rooyen et Illingworth (8) ont utilisé le prélévement de 
la couche basale des vésicules avec laquelle ils font des frottis pour 
faire le diagnostic de variole, varicelle ou vaccine. Un travail récent (9) 
nous apporte une nouvelle méthode applicable 4 1’étude en microscopie 
électronique de la variole des poules : on sacrifie la poule, on préléve 
ia sérosité d’une vésicule avec ]’extrémité d’un scalpel et, en faisant 
une dilution dans l’eau physiologique, on obtient une émulsion assez 
pure. 

Nous employons couramment une méthode rapide qui nous a donné 
entiére satisfaction, soit pour confirmer rapidement un diagnostic de 
corps élémentaires, soit pour avoir le virus & l’état pur (en vue de sa 


(1) E. Pascurn, Munch. med. Wochensrhr., 1906, 53, 2391. 

(2) Borret, C. R. Soc. Biol., 1909, 67, 774. 

(3) Crarcre et Wisuart, Brit. J. exp. Path., 1934, 45, 390. 

(4) R. Parker et M. Rivers, J. exp. Med., 1935, 62, 65. 

(5) F. P. O. Nacter et G. Raxe, J. Bact., 1948, 55, 45. 

(6) J. Smaven et M. J. Watt, J. exp. Med., 1937, 66, 325. 

(7) V. Grourt et G. Rake, J. Bact., 1947, 53, 197. 

(8) C. E. Van Rooyen et Intincworru, Brit. med. J., 1944, 2, 526. 
(9) Boswett, Brit. J. exp. Path., 1947, 23, 253. 
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microscopie électronique ou pour une réaction rapide d’agglutination). 
La méthode est applicable A toutes les maladies du groupe des varioles 
(vaccine, varicelle, variole, variole des oiseaux, maladie de Kikuth, etc.). 

Le matériel nécessaire consiste en ; un vaccinostyle, des pipettes 
effilées, de l’eau bidistillée tamponnée 4 pH 7,2 et lames ou porte-objets 
pour le microscope électronique. 

On choisit trois ou quatre vésicules (ou bien on repére lVendroit ou 
celles-ci devraient se former) en choisissant parmi les vésicules les plus 
récentes (troisiéme jour pour la vaccine, huitiéme au quatorziéme jour 
pour la variole aviaire). On tamponne la surface avec de l’éther puis 
on enléve la crotite s’il s’agit de variole aviaire, ou l’épiderme d’une 
vésicule en voie de formation s’il s’agit de vaccine, variole ou varicelle ; 


Fic. 4. — Variole aviaire. Calque d’une cellule histiocytaire de la membrane 
chorio-allantoide bourrée de corpuscules élémentaires. (Surcoloration par la 
méthode de Borrel. Gross. : 1.0v0.) 


a Vaide d’une pipette, on lave A l’eau bidistillée deux ou trois fois 
Vendroit ainsi dénudé et on laisse une goutte sur place. Trois minutes 
aprés, on enléve avec une pipette fine ia goutte qui doit étre limpide. 
Le contenu de trois vésicules suffit pour faire un frottis, pour garnir 
plusieurs porte-objets du microscope électronique et aussi pour faire 
une agglutination sur lame avec un sérum spécifique. 

Si l’on a besoin de travailler avec de vieilles pustules, qui sont déja 
infectées, on enléve la crotite et on applique par deux fois de la péni- 
cilline sur la surface découverte, avec un intervalle de trois heures. 
Le lendemain, on récolte le virus & |’état pur de la maniére que nous 
avons décrite ci-dessus. 

S’il s’agit de membranes chorio-allantoides, on lave a la pipette une 
région épaissie ou un endroit ot se forme une pustule (quarante-huit 
heures pour la vaccine ; trois 4 sept jours pour la variole des poules). 
On laisse sur place une goutte d’eau bidistillée pendant trois 4 quatre 
minutes, aprés quoi on la récolte. Un autre procédé consiste 4 découper 
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la membrane chorio-allantoide avec Ja lésion et & la tremper dans l'eau 
tamponnée (quelques gouttes pour un carré de 38 mm. de cdté) en 
laissant quelques heures (jusqu’da vingt-quatre heures) en contact a 
— 4°, On obtient ainsi, de méme, du matériel 4 1’état pur. 


Résumé. — Dans les varioles animales, les vésicules jeunes renferment 
des cellules du type histiocytaire qui contiennent en abondance dans 


Fic. 2. — Préparation directe de corpuscules élémentaires. A gauche : variole 
aviaire, membrane chorio-allantoide. (Surcoloration par la méthode de Borrel. 
Gross. : 1.800.) A droile : vaccine, préparation a partir de pustules cutanées. 
(Méme coloration. Gross. : 1.000.) 


leur protoplasma le virus, soil en inclusions, soit A l’état libre. Le 
simple contact avec de l’eau hidistillée facilite l’éclatement de ces 
cellules et la mise en liberté du virus. Comme la quantité de virus 
est assez importante, on peut l’obtenir & 1’état quasi pur et concentré 
par la méthode décrite. 

Cette méthode présente les avantages suivants : application facile 
sur l’homme, inutilité du broyage ou de la centrifugation, et le matéricl 
est assez abondant et propre pour permettre certains examens (surcolo- 
ration, microscopie électronique, agglutination). 


(Ingtitut Pasteur, Service des Virus [D* P. Lépine].) 
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STRUCTURE DU VIRUS 
DE LA LYMPHOGRANULOMATOSE INGUINALE 
EXAMINE AU MICROSCOPE ELECTRONIQUE 


par P. LEPINE, 0. CROISSANT et L. REINIE. 


Dans un travail précédent, nous avons, avec J. Giuntini [4], rapporté 
les résultats de l’examen au microscope électronique de corpuscules 
élémentaires du virus de la lymphogranulomatose inguinale. Ces résul- 
tats montraient que le virus de Nicolas et Favre présente une structure 
complexe, dont la morphologie rappelle celle des rickettsies. On pouvait 
constater d’autre part, dans la suspension examinée, l’existence de 
particules plus petites provenant vraisemblablement de la désintégration 
des corpuscules élémentaires et qui paraissent représenter l’antigéne 
soluble responsable de la déviation du complément. 

Nous avons eu l’occasion de poursuivre notre étude dans d’exccllentes 
conditions et de préciser ces constatations antérieures sur des prépa- 
rations métallisées & l’or (gold shadowing). La prise des clichés a été 
effectuée par l’une de nous a l’occasion d’un séjour a 1’Instituut voor 
Electronen Microscopie a Delft, dans le laboratoire de M. Le Poole, 
avec le microscope électronique de qui les photographies ont été 
exécutées. 

Nous sommes heureux de remercier 4 cette occasion le Professeur Le 
Poole de sa cordiale hospitalité et de l’autorisation qu’il nous a donnée 
d’utiliser ces clichés. 

Le matériel a été préparé comme précédemment a partir de cultures 
du virus dans le sac vitellin de ]’cuf de poule fécondé, suivies d’extrac- 
tion et purification par centrifugations fractionnées. Il a été examiné 
soit aussitét aprés la préparation, soit aprés un délai de plusieurs 
jours. 

Nos observations permettent les conclusions suivantes 

1° La grande majorité du matériel contenu dans les suspensions se 
compose de corps é!émentaires ayant la morphologie précédemment 
décrite, que la métallisation rend particuligrement évidente. Il s’agit 
de corpuscules ovoides ou réguliérement sphériques, ayant parfois 
conservé cette forme, mais le plus souvent assez aplatis par la dessic- 
cation, ainsi que le démontre 1’étude des ombres portées. L’organisme 
comporte une partie périphérique étroite assez transparente au rayon- 
nement électronique, trés aplatie sur les éléments desséchés, et une 
partie centrale opaque présentant une structure irréguliére qui donne, 
sur les éléments desséchés, l’impression d’une masse bosselée. Le tout 
évoque trés nettement un organisme ayant a la périphérie une mince 
bordure protoplasmique et au centre un élément complexe comparable 
} un noyau compact mais polylobé. L’image obtenue est dans certains 
cas assez analogue, toute proportion gardée, a celle que donnerait un 
lymphocyte. L’aplatissement net de la périphérie contrastant avec le 
gonflement de la partie centrale qui persiste malgré la dessiccation, 
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confirme une différence fondamentale de structure des parties, ainsi 
que la complexité de l’organisation du corpuscule élémentaire. 

Les mensurations effectuées sur les spécimens métallisés permettent 
de donner 4 ceux-ci un diamétre de 450 4 480 my, en excellent accord 
avec les chiffres trouvés d’autre part par Rake [2] et par Kurotchkin 
et ses collaborateurs [3]. 3 

2° Les fines granulations décrites précédemment paraissent bien 
résulter de l’autolyse des corps élémentaires, car sur certaines images 
elles semblent s’échapper des corpuscules en voie de lyse. 

3° En dehors des corps élémentaires typiques, dont la taille est sensi- 


Virus de la lymphogranulomatose inguinale. Aspect des corps élémentaires, 
aprés métallisation parlor. (Cliché obtenu 4 VInstituut voor Electronen Micro- 
scopie, Delft, tension, 80 ky. Gross. : 24.000.) 


blement constante et qui dominent dans le matériel examiné, on 
rencontre une petite proportion d’éléments de taille plus petite repré- 
sentant vraisemblablement des éléments jeunes : ils présentent en 
réduction la méme morphologie et la méme structure que les éléments 
adultes. 

4° Alors que les éléments adultes se présentent toujours A 1]’état isolé, 
les léments jeunes sont fréquemment groupés par 2, 3 ou 4 individus 
ou plus, de méme taille, au sein d’amas ow les limites individuelles 
des corpuscules sont plus ou moins précisées, l’ensemble ayant |’aspect 
de petites colonies. 

En résumé, les observations que nous rapportons confirment la struc- 
ture complexe et le degré d’organisation élevée du virus de la lympho- 
granulomatose inguinale. 

L’existence d’une formation centrale d’allure nucléaire entourée d’une 
zone protoplasmique réduite, d’éléments jeunes de taille croissante, 
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parfois groupés en colonies, montre que le comportement du virus de 
Nicolas et Favre et sa biologie le rapprochent singuliérement des élé- 
ments microbiens et, en particulier, comme nous l’avons souligné déja, 
des rickettsies. 

(Institut Pasteur, Service des Virus.) 
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RECHERCHES SUR LES BENZOATASES 
DES AZOTOBACTER 


1. — INFLUENCE DES FACTEURS PHYSIQUES 


par T. L. WANG et Y. T. TCHAN. 


L’un de nous a montré que le noircissement d’un milieu de culture 
aa benzoate de sodium par les Azotobacter est dQ A une action diasta- 
sique (1) et que le corps noir ainsi formé a les propri¢tés de |’humus 
du so] (2). Il nous semble donc que l’étude de l’action des facteurs 
physico-chimiques sur la production de |humus azotobactérien (si on 
peut l’appeler ainsi) permettrait peut-étre d’expliquer, au moins en 
partie, le mécanisme de la formation de l’humus au sein du sol. Or, 
on connait l’importance primordiale de |’humus dans la fertilité de 
la terre. Récemment, Chalaust (3) a montré le rédle considérable du 
rapport N/humus sur l’équilibre des grandes fonctions biogéologiques 
du sol. 


Trcuniour. — La souche utilisée a été fraichement iso!ée, d’une terre 
de culture, sur silico-gel au benzoate de sodium. Aprés quelques pas- 
sages sur gélose au benzoate de sodium (on se sert de gélose lavée 
longuement et on stérilise le milieu 4 |’autoclave), nous avons obtenu 
une souche bactériologiquement pure. On ensemence plusieurs boites 
de Roux du méme milieu. Aprés quarante-huit heures de culture a 
30° C, on récolte les cultures et on les répartit dans des ampoules 
scellées qui sont conservées a la glaciére. Nous avons ainsi constitué 
un stock de semence de méme génération. Chaque fois qu’on a besoin 
d’ensemencer, on prend une ampoule qu’on dilue dans l’eau stérile. 


(1) Y. T. Toman, ces Annales, 1946, 72, 699. 
(2) Y. T. Tcwan, ces Annales, 1946, 72, 826. 
(3) Cuataust, Thése de Paris, 1948. 
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Ainsi, d’une expérience 4 une autre, nous avons pu réduire au mini- 
mum les erreurs dues aux variations biologiques des bactéries. 

Pour mesurer l’activilé ou la production de benzoalases, nous utili- 
sons le pholométre de Meunier. Pour les cultures, on dissout d’abord 
la substance noire dans la soude, puis on centrifuge trente minules a 
4.000 t/m pour éliminer les corps bactériens, le CO,Ca et les phos- 
phates. On mesure le noicissement au photométre. Quand il s’agit 
de filtrat, la lecture se fait directement (voir plus loin). Le pH du milieu 
de culture est déterminé par le potentiométre a électrode de verre. 


INFLUENCE DE LA TEMPERATURE. — Nos expériences ont été effectuées 
sur une échelle de température entre 4° C (glaciére) et 50°C. Sur la 
culture totale, la vitesse de la production de la substance noire est 
pratiquement insignifiante au-dessous de 14°C et au-dessus de 47°. 
Si on prend les maxima de noircissement a différentes tempéralures, 
sans tenir compte de la vitesse de production, on voit que la zone la 
plus favorable se trouve entre 30° et 36° C avec un optimum a 386°C 
(voir la courbe I). Entre 22° et 30° C, la courbe présente une ascension 
rapide et, & parlir de 36°, une baisse. 

Si l’on compare cette courbe de production de benzoatase A celle de 
la croissance (par numération), il semble que I’activité des diastases soit 
fa conséquence de la quantité de protéine azotobactérienne présente 
dans le milicu. Cette expérience ne nous permet cependant pas de 
conclure que la courbe élablie représente la production des diastases. 
En effet, le noircissement du milieu dépend de deux facteurs : la quan- 
tité de diastase et l’activité de cette derniére. Pour élucider ce point, 
nous avons utilisé des filtrats de culture. Une culture de quarante- 
huit heures est filtrée sur bougie L3 puis répartie dans des tubes sté- 
riles. On les met a différentes températures. D’aprés les courbes obtenues 
par mesure du noircissement maximum enregistré, nous constatons 
que la zone optimum de l’activité diastasique se trouve entre 30° et 
36° C. Elle est praliquement constante. L’activité n’augmente que tres 
Jentement entre 23° et 30° et diminue de 36° & 45° C. En comparant la 
courbe de l’activité diastasique en culture totale et celle du filtrat, nous 
pouvons déduire que les benzoaltases ont un oplimum de température 
plus large que celui de la croissance. La courbe de l’activité enzyma- 
tique de la culture totale met donc bien en évidence |’influence de la 
tempéralure sur la production des benzoatases. 

L’activilé des benzoatases est détruite & 80° C pendant cing minutes. 
Il ne nous est pas possible de mesurer la destruction partielle de ces 
diastases & des températures inférieures 4 80° car, & partir de 70° C 
pendant quinze minutes, le filtrat devient trouble et la mesure n’est 
plus trés précise. 

La vitesse de la réaction enzymatique en fonction de la température a 
pu étre calcu!ée d’aprés les mesures effectuées sur le filtrat. Le quo- 
tient Q oscille entre 1,6 et 4 et la moyenne se trouve aux environs de 
2,5. Q,, moyen = 2,5 


Inrtuence pu pH. — La production des benzoatases dans la culture a 
différents pH est représentée par une courbe en cloche (II) avec un 
oplmum a 7,45. Elle décroit tres rapidement a partir de 7,7. La pro- 
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duction est presque nulle au-dessus de pH 8 et au-dessous de 6,3. Il y 
a de grosses difficultés pour maintenir le pH constant, car au fur et 
A mesure de l'utilisation de l’acide benzoique, le milieu s’enrichit 
en ions Na et le pH monte. Pour illustrer ce phénoméne nous donnons 
quelques chiffres pour montrer la modification des pH au cours des 
cultures. 


pH initia pH rinau 
6,6 7,05 
6,8 7,25 
7,0 7,50 


Ici encore il faut dissocier activité et production en fonction du pH. 
Sur le filtrat ‘optimum de pH se situe entre 7 et 7,4. Comme pour la 
température la zone d’activité en fonction du pH est plus large que la 
zone de production. 

Quand on examine de pres l’influence de ces deux facteurs sur 
l’activité des benzoatases, on constate que le phénoméne est plus com- 
plexe. En effet, on peut réaliser une zone de température et de pH ot 
le noircissement peut atteindre un maximum qui est pratiquement 
constant. Cependant la vitesse du noircissement y différe. A 36° et a 
pH=7,4 le maximum est atteint au bout de deux jours. Pour une 
température de 30° et un pH de 7,0 le maximum ne sera atteint qu’au 
bout du quatri¢me jour. D’autre part, une fois le maximum de noir- 
cissement atteint, les filtrats ont tendance a se décolorer légérement, 
puis la teinte devient stationnaire au bout de 5 a 6 jours. Nous signa- 
lons ce fait qui est constant dans nos expériences. I] est probable qu‘il 
y a une autre diastase capable d’attaquer la substance noire, mais son 
existence demande encore a étre confirmée. 

Pour terminer cette étude sur les facteurs physiques indiquons que 
les benzoatases sont assez résistantes aux rayons ultra-violets. Une 
irradiation de 15 minutes a la lumiére U. V. d’une lampe qui est 
capable de tuer les germes en cinq minutes n’a pas détruit l’activité 
des benzoatases. 


(Institut Pasteur, Laboratoire de Microbie technique.) 


PREPARATION DU SILICO-GEL INCLINE EN TUBES 


par Hener GIRARD. 


Si la méthode de Winogradsky (1) rend journellement des services 
immenses dans tous les laboratoires spécialisés pour l’étude de la 
microflore du sol, ii faut déplorer cependant sa réalisation actuelle en 
boites de Petri, qui, fragiles, sont difficilement transportables. Pour 
cette raison, le repiquage, la conservation et l’expédition de souches 
microbiennes développées sur ce support sont assez peu commodes. 


(1) Winocrapsxy, ces Annales, 1931, 48, 89. 
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Certes, nous avons a notre dispositoin, en ce qui concerne le trans- 
port de souches, deux excellentes méthodes : 

1° L’expédition sur écailles séchées de silico-gel, selon la méthode 
méme de Winogradsky. 

2° Le remplacement du support de silice par un support de gélose 
inclinée, 

Mais, dans chacun de ces deux cas, il est nécessaire d’observer des 
temps intermédiaires, qui se traduisent par une perte de temps relative : 

Dans la méthode des « écailles », il faut transvaser le gel séché sur 
lequel s'est développée la culture dans un tube stérile, puis 4 l’arrivée, 
réensemencer les écailles pour obtenir le microorganisme & ]’état frais. 
Dans la seconde méthode, il faut laver la gélose plusieurs jours avant 
son emploi, sous peine de laisser dans le milieu des substances favo- 
rables au développement de germes prenant rapidement le pas sur 
celui que l’on désire cultiver. 

C’est pourquoi nous proposons une technique trés simple de pré- 
paration directe du silico-gel en tubes & essais inclinés, aussi rapide 
que la technique initiale de Winogradsky. 


TrEcHNIQUE. — Avant d’exposer le procédé, rappelons en deux points 
tout l’intérét que présente pour les agro-biologistes la méthode de 
culture sur silico-gel : 

1° L’expérimentateur est absolument maitre de la composition du 
milieu de culture, dans lequel n’entrent que les substances qu’il a 
choisies en vue de l’étude qu’il se propose. C’cst pourquoi le gel de 
silice doit absolument ¢tre inactif, et débarrassé par lavage a l’eau 
courante des impuretés qu’il renferme au moment de sa préparation 
[en particulier acide chlorhydrique et chlorure de potassium ou de 
sodium] (2). 

2° Il n’est pas nécessaire, Je milieu étant trés électif, de le stériliser 
complétement, ce que le gel ne supporte d’ailleurs pas. Une simple 
tyndallisation suffit (8). 

C’est le lavage qui constilue la difficulté majeure de préparation du 
silico-gel en tubes, difficulté que nous avons tournée par |’artifice sui- 
vant : ' 

a) Les tubes. — Ce sont des tubes de 17 mm. de diamétre qui, 4 
1 cm. du fond sont percés d’un trou perpendiculaire d’environ 1/2 cen- 
timétre de diamétre. Avec un peu d’habitude et un bon chalumeau, 
l’expérimentateur peut lui-méme percer ces orifices, qui seront entourés 
d’un bourrelet rodé en forme de petite cheminée. 

Les tubes sont disposés sur un plateau, puis on introduit par l’orifice 
8 cm® du mélange gélifiant de Winogradsky, c’est-i-dire : mélange a 
parties égales d’acide chlorhydrique 4 18° B (solution du commerce 


(2) Quelques auteurs, et en particulier R. Wahl (C. R. Soc. Biol., 1938, 428, 
854), ont donné des formules de silico-gel incliné en tubes, permettant déviter 
le lavage. Mais il s’agit de la méthode Winograsky modifiée, et les modifi- 
cations, assez compliquées, ne constituent pas un gain de temps. Les impu- 
retés, réduites il est vrai au minimum, ne sont pas du tout éliminées, 

(3) La méthode de stérilisation de Tchan (ces Annales, 1945, 74, 313) par 
les rayons ultra-violets, est inapplicable dans le cas des tubes, et ne pré- 
sente d’ailleurs, dans ce cas, pas un grand intérét. 


Annales de l'Institut Pasteur, t. 74, n° 5, 1948. 30 


428 ANNALES DE;L’INSTITUT PASTEUR 


diluée 2 fois) et de silicate de potassium (solution du commerce diluée 
pratiquement 4 fois). 

Vingt-quatre ou quarante-huit heures apres, le gel est « pris ». On 
apprécie sa vibration en frappant Iégérement les tubes dans le creux 
de la main. 

b) Lavage. — Les tubes contenant le silico-gel incliné sont plongés 
verticalement dans un cristallisoir A haut bord & la base duquel on 
fait arriver de l’eau courante.. Celle-ci, aprés avoir envahi les tubes par 
l'orifice percé A leur base s’échappe par le haut du cristallisoir dans 
un évier. On laisse en marche ce dispositif pendant vingt-quatre ou 
quarante-huit heures. 

Le lavage est terminé quand |’eau qui s’échappe du cristallisoir est 
revenue A la neutralité. On apprécie cette derniére soit par un indica- 


~) 
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leur coloré (bleu de bromothymol) soit par le nitrate d’argent indi- 
quant Je départ du chlore. 

Jusqu’a leur emploi, les tubes peuvent élre conseryés dans un cris- 
lallisoir empli d'eau distillée. 

c) Imprégnation. — Au moment de Jeur emploi ; Jes tubes sont 
plongés verticalement dans de l’eau distillée bouillante, pendant quel- 
ques minutes. Puis ils sont inclinés 4 nouveau sur le plateau qui a 
déji servi au moment de la prise en masse du gel. 

On introduit par lorifice 0,38 cm* de Ja solution minérale standard 
de Winogradsky (1) A laquelle on ajoute Ja substance Gnergétique 
choisie et du carbonate de calcium s’il y a lieu. 

Le plateau est porté dans une é¢tuve a 50-55° jusqu’da évaporation 
compléte du liquide, ce qui ne dure sensiblement pas plus longtemps 
que pour une boite de Petri de 10 cm. largement ouverte. Il faut, bien 
entendu, surveiller l’opération pour empécher la dessiccation complete 
ou partielle du gel. 

L’ensemble des opérations est alors terminé. Il ne reste plus qu’a 
fermer lorifice de base avec un petit tampon de colton stérile, ou mieux 
avec une rondelle découpée dans un petit bouchon et scellée A la paraf- 
fine molle stérile. On introduit quelques goutles d’eau distillée stérile 
dans le fond de chaque tube pour réaliser une chambre humide, puis 
on bouche au coton stérile que l’on recouvre d’un capuchon de caout- 
choue. 

Un certain nombre de tubes peuvent é¢tre préparés en méme temps 
el se conserver ainsi jusqu’au moment de leur emploi, 

L’ensemencement d’une souche se fait au fil de platine ou A Ja 
pipette fermée. Pendant la culture, on ne doit pas remettre le eapuchon 
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de caoutchouc pour faciliter les échanges gazeux ; mais il faut veiller 
a la présence d’un peu d’eau dans le fond du tube. 

Notons enfin que l’on peut disposer 4 la surface de tels tubes 5 ou 
6 grains de terre et se livrer ainsi & quelques-unes des belles études 
que permet la culture des microorganismes du sol par la méthode de 
Winogradsky. 


(Institut Pasleur, Service des Fermentations.) 


SUR QUELQUES PROPRIETES BIOCHIMIQUES 
ET ANTIGENIQUES DES 8. PARACOLI 


par R. BUTTIAUX et A. KESTELOOT. 


Les bacilles dits « Paracoli » forment un groupe qui n’a pas de place 
précise, jusqu’ici, dans la systématique microbienne. Us sont caracté- 
risés par leur propriété de fermenter plus ou moins tardivement le lac- 
tose (deux 4 cinquante jours, pour nos souches). Cette fermentation, 
d’ailleurs, est parfois négative (15 de nos souches sur 39 étudiées). 
Cependant, il est indispensable d’étudier l’action de ces microbes sur 
les sucres, aux températures d’incubation de 37° et de 25°. Certains 
B. paracoli qui s’avérent incapables de fermenter un sucre a 37°, le 
transforment parfaitement 4 25°. Borman, Stuart, Wheeler (1) ont pro- 
posé de désigner ces germes sous le nom de Paracolobactrum et d’en 
distinguer 3 variétés : Paracolobactrum aerogenoides, produisant de 
l’acétyl-méthyl-carbinol ; Paracolobactrum intermedium, utilisant le 
citrate de sodium et Paracolobactrum coliforme, incapable de se servir 
de ce citrate comme seule source de carbone. Cette classification se 
rapproche beaucoup de celle admise aujourd’hui pour les germes du 
genre colibacille. 

Nous publierons par ailleurs (2) les résultats complets de 1’étude de 
ces microbes. Nous désirons seulement attirer l’attention sur 3 points 
intéressants qui montrent manifestement l’hétérogénéité du. groupe 
des B. paracoli qui possédent en effet les propriétés considérées comme 
caractéristiques d’autres Entérobactériacées. 


1° Dissociation. — Stuart, Wheeler et Mc Gann (3) ont observé le 
phénoméne suivant au cours des cultures d’un B, paracoli anaerogenes. 
Ensemencé en nappe sur gélose nutritive, ce microbe se développe 
d’abord sous la forme d’un film homogéne. Sur cet enduit on voit 
apparaitre ultérieurement des colonies saillantes, opaques, blanches, 
donnant la fausse impression de souillures. L’enduit homogéne cultive 
parfaitement sur S.S. agar, alors que les colonies opaques n’y cultivent 
pas. Stuart considére qu’elles représentent les formes « S » du B. para- 
coli qui se comporte comme Shigella sonnei dont les colonies « S » 
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ne fournissent aucune culture sur gélose $.S. On sait que les colonies 
« R » par contre y végétent aisément. Nous avons observé le méme fait 
avec deux souches de B. paracoli. Dans le premier cas, il s’agissait d’une 
muqueuse appendiculaire qui a fourni sur gélose lactosée de trés nom- 
breuses colonies « S » d’un. Paracolobactrum coliforme, alors que la 
culture est restée totalement négative sur S.S. agar. Dans Je second cas, 
c’était une selle de colite chronique qui contenait. un Paracolobactrum 
aerogenoides présentant le méme phénoméne de culture. Chacune de 
ces colonies isolée de la gélose lactosée et repiquée sur S.S. agar n’y a 
donné aucun développement. Par repiquage successif sur gélose ordi- 
naire, les colonies « S » fournissent rapidement des formes « IR.» cul- 
livant facilement sur gélose S.S. 

On voit done que l’ensemencement sur 8.8. agar, i l’exclusion des 
milieux de culture ordinaires laisse ignorer parfois ces B. paracoli. 
En dehors de ce phénoméne de dissociation, les Paracolobactrum se 
comportent comme les B. coli quant 4 leur faculté de culture sur les 
nouveaux milieux électifs ou d’enrichissement. Les variétés coliformes, 
en régle générale, ne cultivent jamais sur milieu au sélénite. Elles se 
développent sur S.S. agar et sur milieu au désoxycholate-citrate-lactose. 
Les variétés aerogenotdes et intermédiaires subissent un enrichissement 
modéré sur milieu au sélénite. Leur culture est facile et abondante sur 
S.S. agar et sur désoxycholate-citrate-lactose. 


2° Hyproiyse dE L’uRGE. — L’hydrolyse de l’urée, en milieu synthé- 
tique, est considérée comme caractéristique du genre Proteus (4), (5), (6). 
Nous avons étudié systématiquement ce test de l’urée chez toutes nos 
souches de B. paracoli. Sur 13 Paracolobactrum coliforme, aucun n’atta- 
quait l’urée ni en vingt heures ni en huit jours. Par contre, sur 26 
Paracolobactrum aerogenoides, 12 hydrolysaient l’urée en milieu de Fer- 
guson apres vingt heures d’étuve & 37°. Nous avons repris 1’étude bio- 
chimique compléte de ces souches, de facon a préciser s’il ne pouvait 
s’agir de Proteus. Toutes font fermenter le glucose avec production 
abondante de gaz. Six d’entre elles font fermenter le lactose dans un 
délai de cing A trente jours. Aucune ne présente de culture envahissante 
sur gélose nutritive 4 10 p. 1.000 d’agar, aprés incubation A 20° ou 
4 87° et ce, méme aprés passages successifs préliminaires sur gélose A 
5 p. 1.000 d’agar. Il s’agit donc bien de B. paracoli aerogenotdes ayant 
Ja faculté d’hydrolyser ]’urée aussi vite que bon nombre de souches 
de Proteus vulgaris, mirabilis ou rellgeri, utilisées A titre de témoins. 
Cette propriété de certains Paracolobaclrum est peu marquée lors de 
lisolement du germe des produits organiques, mais s’accuse rapide- 
ment.lors des repiquages sur milieux solides ou liquides ordinaires. 

W. Blake Christensen (7) a -préconisé l’emploi d’un milieu tras 
légérement peptoné (1 p. 1.000) et glucosé (1 p. 1.000) contenant 2 p. 100 
d’urée pour l’identification des paracoli aerogenotdes et intermédiaires, 
D’aprés lui, ceux-ci n’ont pas la_ possibilité d’utiliser l’urée comme 
seule source d’aliment azoté ; en permettant leur développement, par 
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adjonction d’un peu de peptone au milieu de culture, ils transforment 
toujours l’urée en carbonate d’ammoniaque. Les paracoli coliformes ne 
possédent pas cette propriété. Les faits que nous venons de signaler 
montrent que certains B. paracoli aerogenoides ont le pouvoir d’uti- 
liser l’urée comme seul aliment azoté, et de la transformer en carbonate 
d’ammoniaque. 


3° « B. PARACOLI » POSSEDANT A DES TAUX ELEVES LES ANTIGENES SOMA- 
TIQUES DE CERTAINES « SALMONELLA ». — La structure antigénique des Para- 
colobactrum est complexe ; nous exposerons ailleurs le résultat de nos 
travaux 4 ce sujet (2). De nombreux auteurs ont signalé que certains de 
ces germes possédaient des antigtnes de Salmonella ou de Shigella. Géné- 
ralement, ces antigénes somatiques ne s’y rencontrent qu’da des taux 
faibles (8). Viola Mae Young attire l’attention sur les B paracoli possé- 
dant l’antigéne XXXVIII de S. inverness (Edwards et Hughes) (9). Chez 
d’autres, on a trouvé l’antigéne XXIX de S. ballerup. Certains con- 
tiennent du XII, d’autres du VI. Nous signalons ici que les B. paracoli 
possédent parfois les antigénes somatiques des Salmonella d des taux 
trés élevés. Parmi 55 souches étudiées, nous en avons retenu 4 pré- 
sentant cette particularité. 

a) Paracolobactrum possédant les antigénes I, II. 

Une souche a été isolée d’une selle de chienne qui mettait bas, d’une 
facon constante, des chiots morts-nés. 

C’est un paracoli aerogenoides contenant les antigénes I, II au taux 
d’agglutination de 1/1.200. Le sérum de la chienne agglutinait a la 
fois le germe isolé de ses selles et une S. paratyphi A a 1/960. 

L’autre souche est celle dont nous avons parlé précédemment au 
sujet de la dissociation des B. paracoli. C’est un paracoli coliforme 
isolé d’un appendice de femme. II posséde les antigénes I,II au taux 
de 1/2.560. Le sérum de la malade n’agglutine pas le germe isolé au 
moment du prélévement de sang qui a suivi de peu 1l’appendicectomie. 
Adams et Atwood ont décrit déji ces souches de B. paracoli riches en 
antigénes I,II (10). 

b) Paracoli possédant les antigénes VI et VII. Une souche provient 
des selles d’une malade atteinte de colite ulcéreuse; c’est un 
Paracolobactrum aerogenoides. Elle est agglutinée par un sérum anti- 
VI + VII au taux de 1/1.200. Le sérum de Ja malade agglutine ce germe 
au taux de 1/800. Le séro-diagnostic de Felix met en évidence une agglu- 
tination des antigénes « O » de S. paralyphi C & 1/600. Les selles de la 
malade, examinées 2 3 reprises, ne contenaient pas de Salmonella. 
Une autre souche provient d’une culture de selles de malade présen- 
tant une stase colique droite. Il s’agit d’un aerogenoides. Il contient 
uniquement l’antigne VII au taux de 1/640, Ce germe n’est agglutiné 
par le sérum de la malade qu’a 1/80. 

Il nous parait important d’attirer V’attention sur ces B. paracoli 
riches en antigénes somatiques de Salmonella. Leur existence nous 
permet de faire deux remarques utiles. 1° La présence d’antigenes 


(8) C. A. Sruarr, K.'M. Wueezer, R. Rustician ct A. ZIMMERMAN, J. Bat, 
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somatiques de Salmonella chez les paracoli aerogenoides rend encore 
plus indispensable l’examen biochimique du métabolisme des bacilles 
intestinaux ne prenant pas le Gram. Un examen uniquement -anti- 
génique rend possible une confusion avee les Salmonella. Les difficultés “4 
de diagnostic sont sérieuses quand il s'agit de variétés aerogenoides 
ou intermédiaire fermentant le lactose trés tardivement. On a proposé | 
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de nombreux tests d’identification rapide des B. paracoli. Chilton et 
Fulton (11) préconisent l’usage d’un milieu ot sont mélangés Vadonite, 
Vesculine, la salicine, le saccharose (dit « A.A.S.S.») ; la fermentation 
dune ou de plusieurs de ces 4 substances est caractéristique du B. para- 
coli et n'est pas produite par les Salmonella, 80 p. 100 seulement des 
Paracolobactrum seraient dépistables dans les vingt-quatre heures par 
Vemploi de ce milieu. Les paracoli aerogenoides seront identifiés par 
la recherche de lacétylméthylcarbinol qui, & de rares exceptions 
prés (12) n’est pas produit par les Salmonella. Pour les paracoli inter- 
médiaires, le meilleur moyen de distinction rapide d’avec les Salmonella 
semble étre l'utilisation du milieu a l’urée de Christensen. 
2° L’existence des B. paracoli riches en antigénes de Salmonella doit 
étre retenue dans l’interprétation des séro-agglutinations, et en parti- 
culier des séro-diagnostics qualitatifs de Felix. Nous avons signalé que 
le sérum des malades pouvait agglutiner A des taux élevés le paracoli 
isolé de leur organisme et naturellement les antigénes « O » des Sal- 
monella qu’ils contiennent. Cette agglutination se fait & des taux qui 
posent souvent un diagnostic sérologique de salmonellose : 1/900 pour 
S. paralyphi A «O », 1/600 pour S. paratyphi C « O » dans nos recherches. 
Cependant, ces éventualités ne sont pas fréquentes et ne sauraicnt 
diminuer la valeur du séro-diagnostic dans les salmonelloses. 
Signalons enfin que nous avons isolé dernitrement des B. paracoli 
possédant a des taux d’ailleurs assez faibles, Vantigéne IX qui était 
masqué par la présence d’un antigéne de membrane thermolabile 
analogue a l’antigeéne L décrit par Kauffmann (18) chez les colibacilles. 


(Institut Pasteur de Lille, Laboratoire d’Hygiéne expérimentale.) 
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